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Le succès dans le domaine de la thérapie gemque repose sur la disponibilité de 
véhicules de transfert ayant une meilleure efficacité que les outils présentement utilisés. 
Jusqu'à présent, des méthodes non virales et virales de transfert de gène ont été utilisées. Les 
perspectives de thérapies géniques utilisant les vecteurs viraux peuvent s ' appliquer à de 
nombreuses maladies, dont le cancer. Les vecteurs rétroviraux de type Moloney Murine 
Leukemia Virus (MMLV) ont la capacité d'infecter les cellules en division, telles les cellules 
transformées. 
Il est connu que la protéine M du Virus de la Stomatite Vésiculaire (VSV) contribue 
à la pathogénèse du virus par son habileté à provoquer 1 'apoptose. La protéine M contribue 
directement à l'inhibition de la transcription des gènes cellulaires, du transport 
nucléocytoplasmique et provoque l'arrondissement cellulaire. Il existe plusieurs variants de 
VSV portant une mutation ou non au niveau de la protéine M. Le variant Tl 026 possède une 
mutation au niveau de l' acide aminé 51 (M51 R) de la protéine M, alors que le variant TP6 
n'en possède pas. Les deux protéines utilisées dans ce travail, TP6 (sauvage) et Tl026 
(mutante) , génèrent des effets cytopathiques différents chez les cellules lors d ' une infection 
par le virus. Les gènes M des variants TP6 et Tl 026 du VSV ont été respectivement insérés 
dans le vecteur rétroviral pL6N2-RHS3HIZF2-PL sous le contrôle d'un système d'expression 
inductible. L' hypothèse de travail est que 1 'expression du gène M de VSV, sous contrôle 
inductible et à partir d'un vecteur rétroviral , devrait permettre de provoquer les mêmes effets 
cytopathiques menant à l' apoptose. Le vecteur pL6N2-RHS3HIZF2-PL a été utilisé afin 
d'exprimer le transgène M, dans le but d'induire l'apoptose chez les types cellulaires HeLa, 
et L-929, mais aussi afin de comparer les effets cytopathiques engendrés par 1 'expression de 
la protéine M chez une lignée cellulaire saine et transformée, NIH 3T3 et NIH 3T3 Ras. 
D'abord, les vecteurs ont été transfectés sur les lignées cellulaires HeLa et L-929 et 
des tests d'apoptose ont été réalisés. Par la suite, des lignées cellulaires stables ont été créées 
afin de procéder à des tests de viabilité cellulaire à plus grande échelle. Les résultats obtenus 
montrent que l'expression de la protéine M du VSV, sous contrôle inductible, permet de 
provoquer la mort des cellules, tant pour la protéine MTP6 sauvage que pour la protéine 
MT\026 mutante. Les cellules transformées NIH 3T3 Ras semblent cependant moins 
sensibles à l' expression de la protéine M que les cellules saines NIH 3T3 . L'expression de la 
protéine M n'a pas été aussi contrôlée que prévue, en raison de l'inefficacité du système 
d ' expression inductible et plusieurs clones ont été perdus en raison de l' expression basale de 
la protéine M. 
Mots clés : Thérapie génique, Virus de la stomatite vésiculaire, apoptose, oncolyse, vecteur 
rétro viral 
INTRODUCTION 
En 1990, le premier essai clinique de transfert de gène était réalisé. Depuis, plus de 
5000 patients ont été traités à travers le monde dans le cadre de plus de 400 protocoles de 
thérapie génique clinique (Rochlitz, 2001). À l'exception d'un seul cas où un décès est 
survenu, les effets secondaires des thérapies utilisées se sont avérés rares et très légers, et 
l'expression du transgène a pu être démontrée. Afin d'éliminer les risques potentiels du 
transfert de gène in vivo, comme 1 'introduction de transformations malignes ou l'évolution de 
nouvelles maladies virales chez 1 'homme, le développement de vecteurs ayant un haut degré 
de sécurité est désormais nécessaire. De plus, la clé d'un éventuel succès dans le domaine de 
la thérapie génique repose sur la disponibilité de vecteurs de transfert ayant une meilleure 
efficacité de transduction in vivo que les outi ls présentement utilisés en essais cliniques. 
L'idée d'utiliser des virus comme vecteurs de transfert de gènes est intéressante 
d 'abord pour sa simplicité en théorie, mais aussi pour les applications illimitées qu'elle laisse 
entrevoir. Effectivement, les perspectives de thérapies géniques utilisant des vecteurs de type 
viraux peuvent s'appliq uer à de nombreuses maladies comme la fibrose kystique, certaines 
maladies vasculaires, des maladies d'origine génétique et le cancer pour ne nommer que 
celles-là. De nombreuses études cliniques de thérapie génique ayant vu le jour jusqu 'à 
présent ont utilisé des vecteurs viraux de transfert de gène, et plus particulièrement les 
vecteurs rétroviraux, comptant pour la très grande majorité des études en 2000 (Rochlitz, 
2001). 
Le Virus de la Stomatite Vésiculaire est un virus faisant partie d ' une des plus grandes 
familles de virus connues, les Rhabdoviridae. Le VSV est un virus enveloppé, possédant un 
génome d' ARN monocaténaire non segmenté à polarité négative de Il kb, au sein duquel 
cinq gènes sont présents, NP MG et L, de l'extrémité 3' vers 5'. Il est connu que la protéine 
M joue un rôle multifonctionnel chez le VSV, c'est-à-dire qu 'en plus de ses rôles dans 
l'assemblage et la condensation de la nucléocapside virale, la protéine M est impliquée dans 
la pathogénèse cellulaire. Parmi les effets cytopathiques recensés , la protéine M a la capacité 
2 
de provoquer l' arrondissement cellulaire, l' inhibition de la transcription des gènes cellulaires 
et 1 ' inhibition de 1 ' exportation des ARNm en provenance du noyau par une interaction avec la 
nucléoporine Nup98. Il existe plusieurs variants du VSV, dont certains portent une mutation 
au niveau de la protéine M. Quelques-uns des variants portant une mutation au niveau de ce 
gène n 'ont pas la même capacité à inhiber la transcription cellulaire et à provoquer 
1 ' apoptose. 
Dans le contexte de la présente étude, c ' est la capacité de M à induire 1 'apoptose qui 
représente un intérêt. Effectivement, la protéine M de VSV peut représenter un outil 
intéressant dans la perspective de 1 'utiliser pour causer la mort de cellules indésirables, par 
exemple des cellules transformées. D'ailleurs, le virus en entier est déjà utilisé dans des 
études in vivo pour ses propriétés pro-apoptotiques . En effet, le VSV wt et divers VSV 
recombinants ont été utilisés in vitro et in vivo afin d 'évaluer l'efficacité du virus à provoquer 
l' apoptose chez des cellules cancéreuses . 
Les recherches envisagées dans mon étude prévoyaient l'utilisation d'un vecteur 
rétroviral de type MMLV et l'insertion du gène M des variants TP6 et Tl026 du VSV dans 
celui-ci , sous le contrôle d ' un promoteur inductible. Le vecteur a été utilisé dans le but de 
provoquer 1 'apoptose chez différents types cellulaires, cellules saines et transformées, in vitro 
en y exprimant le transgène. Ainsi , la protéine M devait être synthétisée et devait pouvoir 
rapidement causer 1 ' apoptose des cellules pour ce qui est du variant TP6, alors que le variant 
Tl 026 devait présenter des effets cytopathiques moins marqués . 
L'état des connaissances qut suit, tente de mettre en évidence la problématique 
actuelle reliée à l' incidence du cancer en général et des traitements utilisés jusqu'à présent. 
Par la suite, une emphase importante a été accordée aux nouveaux outils de thérapie génique 
du cancer. Dans un autre ordre d ' idées, une revue de la littérature en ce qui a trait au Virus de 
la Stomatite Vésiculaire et aux mécanismes impliqués dans le processus de l' apoptose s' est 
avérée un incontournable. Tous ces éléments réunis ensemble ont permis de formuler 
certaines hypothèses quant à la création et l'utilisation de nouveaux outils permettant de 
provoquer la mort cellulaire chez des cellules cancéreuses . 
CHAPITRE! 
ÉTAT DES CONNAISSANCES 
1.1 Le cancer 
Les cellules du corps humain sont soumises à un contrôle très strict de leur 
développement. Chez l'adulte, les cellules de certains tissus , tels l'épithélium intestinal et les 
tissus hématopoïétiques de la moelle osseuse par exemple, continuent à proliférer durant 
toute la vie. Cependant, la majorité des cellules du corps restent quiescentes, c'est-à-dire 
qu'elles sont en phase G0-G 1 du cycle cellulaire et ne prolifèrent pas. Il arrive toutefois que 
les cellules perdent les points de contrôle de leur développement et se mettent à proliférer 
excessivement, menant ainsi à la formation d ' une tumeur et parfois à un cancer. Le cancer, 
qui est l' un des problèmes majeurs de santé humaine actuellement, a fait l'objet de recherches 
considérables au cours des dernières décennies et reste, jusqu 'à aujourd'hui, un sujet de 
pointe dans la communauté scientifique. Environ 100 types de cancers humains sont 
répertoriés à ce jour. Les méthodes de détection et de traitement des cancers se sont 
grandement développées et l'épidémiologie des cancers a été largement caractérisée ces 
dernières années. Pourtant, nous commençons seulement à comprendre les bases de cet 
ensemble de maladies et le développement de méthodes novatrices de traitement n'en est 
qu'à ses débuts . 
1.1.1 Incidence du cancer dans Je monde et perspectives 
À l' heure actuelle, Je cancer est l' une des causes de mortalité les plus répandues, avec 
plus de 10 millions de nouveaux cas et 6 millions de morts chaque année dans le monde. Plus 
de 20 millions de personnes vivent avec un diagnostique de cancer et plus de la moitié de 
tous les cas de cancer surviennent dans les pays en voie de développement. Cette maladie est 
responsable d 'environ 20% de tous les décès dans les pays développés et 10% dans les pays 
en voie de développement. Il est projeté que d' ici l'année 2020, il y aura 15 millions de 
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nouveaux cas de cancer par an et 10 millions de décès directement reliés au cancer 
annuellement. Cette augmentation en nombre de cas abso lus est étroitement associée au 
vieillissement de la population mondiale (WHO, 2005). 
La faible connaissance des causes directes de la maladie permet de prévenir que le 
tiers de tous les cas de cancer dans le monde. Les efforts attribués à la prévention du cancer 
sont souvent gênés, d'une part par la faible priorité accordée à cet aspect de la maladie par les 
gouvernements et les ministères de santé, d ' autre part par la confiance excessive envers les 
traitements actuellement utilisés malgré leurs coûts, et finalement par un considérable 
débalancement entre les ressources allouées à la recherche sur le cancer et celles dévolues à 
la prévention et au contrôle. En guise d'exemple, la prévention primaire, la détection précoce 
et les soins palliatifs sont souvent négligés en faveur d ' approches de traitements orientés et 
spécifiques, même si ces approches ne sont pas rentables et causent parfois des souffrances 
inutiles aux patients. Un autre exemple est l' incapacité de prendre en considération les 
inégalités sociales reliées à la prévention et au contrôle du cancer. L ' incidence du cancer et la 
survie sont clairement li és à des facteurs socio-économiques. Les groupes sociaux à revenus 
faibles sont généralement plus exposés à des facteurs de risque évitables comme les 
carcinogènes environnementaux, l' alcool, certains agents infectieux et l' usage du tabac. Ces 
groupes ont moins accès aux services de santé et surtout à l' éducation reliée à la santé, qui 
leur permettrait de prendre des décisions de manière à protéger et améliorer leur propre santé. 
La prévention offre bien souvent la stratégie à long terme la plus rentable pour le contrôle du 
cancer. Ces mesures préventives sont doublement bénéfiques lorsqu'elles contribuent à 
prévenir d'autres maladies chroniques partageant les mêmes facteurs de risque. Il est estimé 
qu' environ 43% des décès causés par le cancer sont dus au tabagisme, à une diète malsaine, 
la consommation d ' alcool, un mode de vie inactif et aux infections. De toutes ces causes, 
l'usage du tabac est la plus importante et la plus facile à éviter dans un contexte de 
prévention. Effectivement, en plus du cancer du poumon, le tabagisme peut causer le cancer 
de la cavité orale, du pharynx, du larynx, de l'œsophage, de l'estomac, du pancréas, du foie, 
de l'urètre, de la vessie urinaire, du col de l' utérus et de la moelle osseuse (WHO, 2005). 
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L'implantation de stratégies préventives intégrées et efficaces, ciblant des facteurs de 
risque multiples pour le cancer, devrait réduire l' incidence de cette maladie à long terme à 
l' échelle mondiale. Les gouvernements devraient donc, en plus de coordonner la recherche 
dans le domaine du cancer et élaborer des traitements efficaces et ciblés, mettre en œuvre des 
mesures préventives, de manière à réduire les cas de cancer nécessitant des traitements et un 
investissement monétaire important. La prévention des facteurs de risque impliqués dans le 
développement du cancer représente une solution à long terme des plus rentables pour faire 
face, dans un avenir rapproché, au fardeau grandissant qu'incarne cette maladie. 
1.1 .2 Incidence du cancer au Canada et perspectives 
Au Canada, on estime que 149 000 nouveaux cas de cancer et 69 500 décès dus à 
cette maladie ont été enregistrés en 2005 (Société canadienne du cancer et Institut 
national du cancer du Canada, 2005). L ' augmentation du nombre de nouveaux cas de 
cancer au Canada est principalement attribuable à la croissance démographique et au 
vieillissement de la population, au même titre que ce qui est observé au niveau planétaire. 
Effectivement, 44% des nouveaux cas de cancer et 60% des décès reliés à cette maladie 
surviennent chez des sujets de 70 ans et plus. En ce qui concerne les probabilités d ' être 
atteint de cette maladie, d'après les taux d'incidence actuels, 38% des Canadiennes et 
44% des Canadiens seront atteints d ' un cancer au cours de leur vie. Selon les taux de 
mortalité actuels , les probabilités de mourir de ce cancer sont de 24% chez les femmes et 
de 29 % chez les hommes, ce qui implique que un Canadien sur quatre mourra du cancer. 
Au même titre qu ' à l'échelle mondiale, la prévention au niveau de certains facteurs de 
risque pourrait faire une nette différence. Font parti de ces facteurs de risque communs et 
évitables: le tabagisme, la mauvaise alimentation, la sédentarité, 1 'excès de poids et 
l'exposition excessive aux rayons ultraviolets du soleil. À titre d ' exemple, en 2002, 21% 
des Canadiens âgés de plus de 12 ans et 18% des jeunes de 15 à 19 ans fumaient. 
Aujourd ' hui , le tabagisme tend à la baisse, mais demeure néanmoins élevé chez certains 
groupes d ' âges. La majorité des Canadiens (60%) ne consomment pas les quantités 
quotidiennes recommandées de fruits et légumes, environ la moitié (54% des femmes et 
44% des hommes) sont physiquement inactifs , près de la moitié (39% des femmes et 56% 
des hommes) présentent un poids corporel défavorable à la santé et 15% sont obèses 
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(Société canadienne du cancer et Institut national du cancer du Canada, 2005). 
Graduellement, le taux de sédentarité semble diminuer, mais le taux d 'excès de poids 
continue d'augmenter, particulièrement chez les jeunes. La lutte anti-tabac a, jusqu 'à 
présent, permis d'accomplir certains progrès dans la prévention du cancer au Canada. 
L'application des leçons tirées de l' expérience de la lutte contre le tabagisme à d' autres 
domaines comme l ' alimentation et l'exercice physique pourrait éventuellement se 
traduire par des gains encore plus importants dans la prévention du cancer (Santé Canada, 
2004). 
1.1.3 Traitements actuellement utilisés au Canada 
Les outils actuellement utilisés dans le traitement du cancer sont la chirurgie, la 
médication anti-cancéreuse ou chimiothérapie et 1 'utilisation des radiations ou la 
radiothérapie (Société Canadienne du Cancer, 2003). Souvent, deux de ces méthodes sont 
nécessaires au traitement du cancer, et parfois les trois doivent être utilisées afin de combattre 
la maladie. 
La chimiothérapie correspond à un traitement systémique et non pas local , c' est-à-
dire que les médicaments utilisés sont distribués dans tout l' organisme par voie sanguine. 
C'est pourquoi la chimiothérapie est utilisée pour lutter, par exemple, contre les cancers de 
type leucémie (cancer de la moelle osseuse) et lymphomes (cancer du système lymphatique), 
et pour détruire les cellules métastasiques qui se sont disséminées dans 1 'organisme, loin de la 
tumeur primaire (Société Canadienne du Cancer, 2003). Un seul ou plusieurs agents 
chimiothérapeutiques peuvent être administrés simultanément de manière à obtenir l' effet 
désiré, et de nos jours, une cinquantaine de médicaments de chimiothérapie sont utilisés. 
Quoique ces médicaments s'attaquent davantage aux cellules cancéreuses, les agents 
anticancéreux touchent également les cellules saines de l' organisme, ce qui constitue les 
principaux effets secondaires du traitement. Bien que certains agents utilisés en 
chimiothérapie démontrent une efficacité certaine, le développement de plus en plus fréquent 
de tumeurs multi-résistantes aux drogues cliniques présente un obstacle de taille dans 
l'utilisation des ces outils dans le futur (Holm et al. , 2004). 
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La radiothérapie, quant à elle, montre une efficacité optimale au niveau d ' une tumeur 
solide localisée, qui est directement accessible par les rayons X. Le principe de la 
radiothérapie est sensiblement le même que pour les agents de chimiothérapie, soit empêcher 
les cellules de se diviser, mais cette fois non pas à l'aide d'un agent chimique mais plutôt des 
rayons X. Tout comme les agents chimiothérapeutiques, les rayons X entraînent la mort de 
cellules saines, ce qui constitue le principal effet secondaire de ce traitement (Société 
Canadienne du Cancer, 2003). 
1.1.4 Traitements en développement 
Depuis quelques années maintenant, plusieurs gènes impliqués dans le 
développement du cancer ont été identifiés et caractérisés, ce qui en fait des cibles 
intéressantes pour des traitements éventuels. De plus, les progrès relativement récents dans 
les domaines tels génétique des tumeurs , biologie des tumeurs et immunologie des tumeurs 
ont renouvelé l'intérêt dans le développement de "vaccins anti-tumoraux" au sens large 
(Goedegebuure et Eberlein, 1997). Ces nouveaux vaccins contiennent des peptides ou des 
gènes ayant une fonction connue et bien définie. Jusqu ' à ce jour, des vecteurs viraux et non 
viraux ont été explorés comme véhicules pour la thérapie génique contre le cancer 
(Goedegebuure et Eberlein, 1997). Les deux types de vecteurs ont démontré des résultats 
encourageants chez les modèles animaux. En 1990, après une première démonstration de 
l'efficacité de la thérapie génique pour corriger une déficience de l'adénosine déaminase, la 
première thérapie génique en essais cliniques de phase I, visant à traiter des patients atteints 
de mélanome, a été réalisée. Les résultats de cette étude démontraient que le transfert de gène 
chez des patients, via des vecteurs rétroviraux, était possible et efficace. Dès cet instant, de 
nombreuses soumissions de protocoles relatifs au traitement du cancer par la thérapie génique 
et les vecteurs viraux ont eu lieu, d'abord dans le domaine des mélanomes, puis pour les 
carcinomes ovariens, les sarcomes, les tumeurs du cerveau et Je cancer du poumon (Romano 
et al., 1998). Jusqu 'à maintenant, ces méthodes novatrices de traitement du cancer en sont 
encore au stade expérimental, mais il n ' est pas impossible que celles-ci viennent remplacer 
un jour les méthodes actuellement utilisées. 
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1.2 L' apoptose 
Durant la dernière décennie, le domaine de la recherche sur 1 'apoptose a connu un 
essor remarquable, avec plus de l 0 000 articles publiés directement sur la compréhension des 
protéases de type Ced-3, maintenant connues sous le nom des caspases, et plus de 70 000 
articles sur la compréhension en général du phénomène de la mort cellulaire programmée 
(Yuan et Horvitz, 2004 ). Contrairement aux travaux détaillés de biologie moléculaire et 
cellulaire concernant la prolifération et le cycle cellulaire, la compréhension de 1 ' initiation de 
la mort par apoptose et des mécanismes impliqués dans ce processus, en est presque à ses 
débuts . La mort cellulaire implique des processus qui sont égaux en complexité et en 
régulation à ceux impliqués dans la prolifération cellulaire. L'apoptose a d'abord été définie 
par Kerr (1972) comme la séquence ordonnée et caractéristique de changements structuraux 
résultant en la mort programmée de la cellule. La séquence temporelle des événements 
impliqués dans l'apoptose comprend l'induction par un stimuli, l 'agrégation de la chromatine 
à la paroi de la membrane nucléaire, la condensation cytoplasmique et nucléaire et la 
fragmentation éventuelle de la cellule en un agrégat de segments membranaires (corps 
apoptotiques), qui contiennent fréquemment des organelles intactes comme la mitochondrie 
par exemple. En fait, la mort cellulaire programmée est requise, dans diverses situations, pour 
détruire les cellules représentant une menace à l'i ntégrité de l' organisme. Par exemple, les 
cellules infectées par un virus peuvent être détruites par les lymphocytes T cytotoxiques, qui 
ont la capacité d ' induire l'apoptose ; toutefois, certains virus possèdent des contre-mesures 
pour pallier à ce mécanisme de défense. L'apoptose permet aussi, à mesure que l ' immunité à 
médiation cellulaire diminue lors d ' une réponse immunitaire, d 'éliminer les cellules 
effectrices afin de prévenir une éventuelle attaque de leur part sur les divers constituants 
corporels. Ainsi, les lymphocytes T cytotoxiques induisent l'apoptose l' un sur l' autre et 
même parfois sur eux-mêmes. Un défaut dans ce mécanisme d'élimination des cellules 
immunitaires peut être associé à diverses maladies auto-immunes. L'apoptose est également 
nécessaire afin d ' éliminer les cellules ayant subi des dommages irréparables à 1 'ADN et 
pouvant éventuellement causer le cancer. Ainsi, les cellules répondent aux dommages causés 
à leur génome et augmentent la production de la protéine p53 , qui est un puissant inducteur 
de nombreuses autres molécules impliquées dans l'apoptose. C ' est l' équilibre entre les 
9 
signaux positifs et négatifs reçus par la cellule qui fera en sorte que celle-ci amorcera ou non 
1 'apoptose. Les signaux négatifs sont multiples et peuvent se présenter sous la forme 
d 'oxidants cellulaires pouvant causer atteinte à l'ADN, des rayons ultra-violets, des rayons X 
ou même certains médicaments utilisés en chimiothérapie. De plus, il existe des molécules 
qui ont la capacité de se lier à des récepteurs spécifiques sur la surface cellulaire et d ' induire 
un signal indiquant à la cellule d'initier le programme de mort cellulaire. Ces activateurs de 
mort incluent le TNF-a qui se lie au récepteur TNF-R, et FasL qui se lie à un autre récepteur 
de surface appelé Fas. Ainsi, il y a plusieurs mécanismes par lesquels une cellule peut être 
amenée à enclencher le programme de mort cellulaire. Certains impliquent des signaux 
provenant de l' intérieur de la cellule, alors que d 'autres sont engendrés par les activateurs de 
mort se liant à des récepteurs à la surface de la cellule (Shi, 2002). 
1.2.1 Apoptose versus Nécrose 
La mort nécrotique est une réponse à des changements pathologiques initiés à 
l'extérieur de la cellule et elle peut être induite par une large série de facteurs, résultant en un 
changement de perméabilité de la membrane plasmique. Cette augmentation de la 
perméabilité membranaire de la cellule provoque la lyse osmotique de la cellule. Durant la 
mort cellulaire nécrotique, la cellule a un rôle passif dans l' initiation des signaux qui 
engendrent sa mort; tandis que lors de la mort cellulaire programmée, la cellule utilise un 
processus énergie-dépendant de mort cellulaire initié par des signaux spécifiques, la cellule 
joue un rôle actif (Kerr et al., 1972 ; Arends et al., 1990). La mort cellulaire programmée est 
un phénomène très répandu, qui survient de manière tout à fait normale à différents stades de 
la morphogenèse, durant la croissance et le développement des organismes métazoaires. Une 
fois initiée, la mort cellulaire programmée mène à une cascade d 'événements biochimiques et 
morphologiques précis, qui résultent en une dégradation irréversible de 1 'ADN génomique et 
la dégradation de la cellule. La voie morphologique de la mort cellulaire programmée a été 
nommée apoptose, pour distinguer ce processus de la mort nécrotique (Kerr et al., 1972 ; 
Arends et al., 1990). 
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1.2.2 Voie d' activation intrinsèque de l'apoptose 
L' apoptose peut être déclenchée par des signaux cellulaires internes : on parle alors 
de la voie intrinsèque d'activation de l'apoptose ou la voie mitochondriale (Shi, 2002). Cette 
voie est complexe et engendre une panoplie de protéines différentes qui interagissent 
ensemble, dont certaines ont une fonction de clivage permettant d'activer d'autres protéines 
et de compléter Je programme de mort cellulaire. Chez une cellule saine, la protéine Bcl-2 est 
présente à la surface de la membrane externe de la mitochondrie. L'expression de cette 
protéine empêche la mort prématurée des cellules, car Bcl-2 inhibe 1 'apoptose en prévenant 
l' activation des caspases responsables du processus de mort cellulaire. Effectivement, au 
niveau de la membrane externe de la mitochondrie, Bcl-2 est liée à une molécule nommée 
Apaf-1, et l'interaction des deux protéines empêche Apaf-1 d'exercer sa fonction activatrice. 
Toutefois, lorsque survient un dommage interne à la cellule, la protéine p53 a la capacité de 
favoriser la transcription de plusieurs gènes pro-apoptotiques dont Bax. L'expression élevée 
de la protéine Bax engendre la formation de pores au niveau de la membrane mitochondriale 
et le relargage du cytochrome cà l'extérieur de celle-ci . Le cytochrome c provoque dès lors 
Je détachement du complexe Bc1-2/ Apaf-1 et mène à l' activation du programme de mort 
cellulaire. 
Ainsi, l'action de la protéine Bax au niveau de la mitochondrie et le relargage du 
cytochrome c sont suffisants pour provoquer la séparation de Bcl-2 et Apaf-1, causant ainsi la 
libération de Apaf-1 dans le cytosol. Généralement, Apaf-1 existe sous la forme de 
monomère, mais en présence du cytochrome cet d ' ATP/dATP, Apaf-1 forme un complexe 
appelé l' apoptosome (Li et al., 2004 ; Shi, 2002). En fait, le cytochrome c, en se liant aux 
séquences répétées W040 de Apaf-1 , génère un changement de conformation qui ouvre la 
molécule, et la liaison d'ATP au domaine CARO permet la multimérisation de Apaf-1 et 
1 ' association à la pro-caspase 9 dans le cytosol (Cain et al. , 2002). Le domaine CARO de 
Apaf-1 recrute spécifiquement celui de la pro-caspase 9 par complémentarité de charge au 
niveau des surfaces (Adams et Cory, 2002; Shi, 2002). La caspase 9 fait partie d ' une famille 
d ' une douzaine de protéines appelées caspases, qui sont les principales effectrices de 
1 'apoptose. Ces protéines sont toutes des cystéines protéases existant dans la cellule sous la 
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forme inactive ou pro-forme et ayant une activité au niveau des résidus d'acide aspartique. 
Elles clivent leurs caspases homologues ou d 'autres caspases, et ce faisant les activent. Donc, 
une fois la caspase 9 activée, celle-ci a la capacité de recruter et de cliver les pro-caspases 7 
et 3 et d ' initier la cascade des caspases menant irréversiblement à l'apoptose. 
1.2.3 Voie d'activation extrinsèque de l 'apoptose 
En plus de la voie intrinsèque d ' induction de l'apoptose, il existe la voie dite 
extrinsèque, qui est déclenchée par les récepteurs de mort cellulaire via des stimuli externes. 
Un ligand tel que Fas, ou les récepteurs TNF et TRAIL induisent la trimérisation et la 
formation de complexes signalant l ' induction de la mort cellulaire. Ces complexes, localisés 
au niveau de la membrane cellulaire, recrutent par la suite la pro-caspase 8, via des molécules 
adaptatrices telles que F ADD, et induisent un changement de conformation de la pro-caspase 
8, qui résulte en le clivage et l'activation de cette dernière (Thorburn, 2004). La caspase 8, 
une caspase initiatrice, peut alors activer les caspases effectrices responsables des 
événements irréversibles menant à l 'apoptose (Cain et al., 2002). La voie extrinsèque a 
également la capacité d 'activer la voie intrinsèque de l'apoptose, via l'activation de la 
protéine Bid par la caspase 8. En effet, une fois clivée, la protéine Bid a la capacité de former 
des pores au niveau de la membrane mitochondriale en s'associant à Bax afin de provoquer le 
relargage du cytochrome c et engendrer ainsi l'activation de la voie des caspases menant à 
l' apoptose. 
1.2.4 Processus des événements associés à l 'apoptose 
Que ce soit via la voie intrinsèque ou extrinsèque d ' induction de l'apoptose, une 
fois la cascade des caspases initiée, des changements morphologiques et biochimiques 
importants surviennent dans la cellule. Effectivement, à la suite de l'activation des 
caspases, il y a agrégation de la chromatine à la membrane nucléaire, et la dégradation de 
l'ADN survient dans les régions riches en AIT. Des fragments de 50 à 300 paires de bases 
sont d 'abord produits (Brown et al., 1993), puis apparaissent des fragments de 180 à 200 
paires de bases, caractéristiques des régions internucléosomales (Wyllie, 1987). La 
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dégradation de 1 'ADN chez les cellules en apoptose est menée à bien par la protéine CAD, 
qui en conditions normales est complexée et inhibée par ICAD dans le cytosol. Une fois la 
cascade des caspases enclenchée, les caspases 3 et 7 clivent le complexe protéique, pour 
ainsi libérer CAD, qui migre alors vers le noyau et dégrade 1 ' ADN (Danial et Korsmeyer, 
2004 ). D'autres événements sont observés durant la phase de changements 
morphologiques, dont le bourgeonnement de la cellule et la désorganisation du 
cytosquelette. Effectivement, l'activation des caspases résulte au clivage, par les caspases 3 
et 7, de nombreuses protéines impliquées dans l'adhésion cellulaire et la régulation du 
cytosquelette, incluant la Gelsoline, la a-Fodrine, la ~-caténine , la E-cadhérine ainsi que 
l' actine. Une fois clivée par les caspases, la Gelsoline active clive à son tour l'actine, une 
protéine d'importance capitale dans le cytosquelette (Thomberry et Lazebnik, 1998). La 
protéolyse de la a-Fodrine compromet sérieusement 1 'organ isation des microfilaments, ce 
qui pourrait être à l'origine du bourgeonnement (Veselska et al. , 2003). D' un autre côté le 
clivage de la ~-caténine interrompt les réactions d 'adhésion cellule-cellule, isolant ainsi la 
cellule en apoptose des cellules avoisinantes (Wolf et Green, 1999). Les caspases agissent 
aussi au niveau de la signalisation intracellulaire par l' activation ou le clivage de certaines 
protéines kinases dont PAK-2, MAPK et MEKK-1, engendrant ainsi la translocation de 
celles-ci et la perte de leur activité (Porter, 1999). La suite de ces événements génère les 
corps apoptotiques, qui sont rapidement éliminés afin de prévenir la libération des débris 
intracellulaires et 1 'inflammation (Hoffmann et al. , 2001 ). La phase initiale du programme 
mène donc à la formation des corps apoptotiques, et celle-ci est suivie par 1 ' étape toute 
aussi importante d ' élimination de ces derniers par phagocytose, qui constitue l' objectif 
ultime du programme de mort cellulaire (Ravichandran, 2003 ; Aderem, 2002). Les cellules 
en apoptose utilisent certains signaux de recrutement afin d 'attirer et d'être reconnues par 
les phagocytes. 
1.3 Le Virus de la Stomatite Vésiculaire CVSV) 
Le Virus de la Stomatite Vésiculaire fait partie d ' une des plus grandes familles de 
virus connues, les Rhabdoviridae. On compte officiellement cinq genres de Rhabdovirus dont 
deux principaux, les Lyssavirus (virus apparentés au virus de la rage) et les Vésiculovirus 
13 
(virus apparentés au VSV). Comme tous les virus de la famille des Rhabdoviridae, le VSV a 
la forme particulière d' une balle de fusil. Il est constitué de deux composants principaux, une 
ribonucléoprotéine hélicoïdale, ainsi qu'une enveloppe lipidique la recouvrant, faisant de 
celui-ci un virus enveloppé. Le VSV a la capacité d ' infecter de nombreux animaux tels les 
bovins, les porcs, certains rongeurs et les chevaux par le biais de vecteurs arthropodes comme 
les insectes. L' infection produit des lésions ulcéreuses au niveau de la muqueuse buccale et 
du pharynx, et il arrive parfois que 1 ' humain devienne aussi un hôte accidentel du virus 
(Ferran et Lucas-Lenard, 1997 ; Letchworth et al., 1999). Deux sérotypes principaux du 
Virus de la Stomatite Vésiculaire sont connus, soient Indiana et New Jersey, qui comptent 
chacun quelques sous-représentants (Letchworth et al., 1999). 
1.3 .1 Structure du Virus de la Stomatite vésiculaire 
Le VSV (Figure 1) est un virus enveloppé possédant un génome d ' ARN 
monocaténaire non segmenté à polarité négative de 11 kb, au sein duquel cinq gènes sont 
présents de 1 'extrémité 3' vers 5' (Letchworth et al., 1999). Devant les cinq gènes, à 
1 'extrémité 3 ',se trouve une séquence Leader de 47 nucléotides qui n'est pas traduite, suivie 
de trois nucléotides (AAA) séparant le Leader du premier gène. À 1 'autre extrémité, en 5 ', se 
trouve une séquence non codante, nommée séquence Trailer, d 'une longueur de 59 
nucléotides. La séquence 3 ' -Leader joue le rôle de promoteur dans la transcription des ARNm 
viraux, mais agit aussi comme promoteur lors de la réplication menant à l'anti-génome de 
polarité positive. L'extrémité 3' du brin positif anti-génome, qui est le complément des 59 
nucléotides génomiques du 5'-Trailer, agit comme promoteur lors de la réplication des 
génomes de polarité négative. La séquence Leader est donc utilisée comme promoteur lors de 
deux processus distincts de synthèse d' ARN, la transcription des ARNm viraux et la 
réplication du génome, alors que la séquence Trailer agit seulement comme promoteur lors 
de la réplication (Whelan et Wertz, 1999). Les cinq transcrits d' ARN sens polyadénylés 
codent pour les cinq protéines virales du VSV. L'expression génique du VSV est à la fois 
séquentielle et polaire, et il n'y a qu'un seul site d'entrée de 1 'ARN polymérase. Ce site 
unique d'initiation transcriptionnelle, en position 3' du génome, implique que les gènes en 







































































































































































































































quantité proportionnelle à l'abondance de leurs ARNm respectifs, qui suit l'ordre des gènes 
sur le génome viral (N > P > M > G > L) (Stillman et Whitt, 1997). Des séquences signal 
agissant en cis, étant impliquées à la fois dans la terminaison et la polyadénylation d ' un 
ARNm situé en amont et dans la réinitiation de la transcription du gène suivant, ont été 
identifiées à toutes les jonctions intergéniques. Ainsi, chacun des gènes du VSV contient une 
séquence conservée de commencement du gène en 3' et une séquence conservée de 
terminaison du gène en 5'. La jonction entre deux gènes consiste donc en une séquence de 23 
nucléotides: 3'-AUAC UUUUUUU G/CA UUGUCnnUAG-5' (où n est un nucléotide non 
conservé) (Hinzman et al., 2002). Le signal de terminaison et de polyadénylation est 
constitué des 13 premiers nucléotides, incluant la séquence de terminaison du gène 3'-AUAC 
UUUUUUU-5' et la séquence intergénique dinucléotidique 3'-G/CA-5'. Cette dernière joue 
un rôle à la fois dans la terminaison et l' initiation de la transcription des ARNm. En ce qui 
concerne le signal d'initiation de la transcription, il est quant à lui constitué de la séquence de 
commencement du gène 3'-UUGUCnnUAG-5 ' . 
Le génome viral est étroitement associé à la nucléoprotéine (N), à la large protéine 
(L) et à la phosphoprotéine (P) pour former la nucléocapside. Ensemble, les protéines L et P 
forment l' ARN polymérase ARN-dépendante impliquée dans la transcription du génome en 
ARN.n viraux, ainsi que dans la réplication du génome viral (Black et al., 1993 ; Black et al., 
1994 ). Une protéine glycosylée, la protéine (G), est intégrée à 1 'enveloppe virale et représente 
1 'antigène majeur du virus permettant son adsorption à la surface des cellules hôtes. 
Finalement, la protéine matricielle (M), a un rôle dans la condensation et l'ancrage de la 
ribonucléoprotéine à la membrane plasmique et la cohésion dans l'assemblage des virions. Il 
a été démontré cependant que la protéine M joue un rôle multifonctionnel, c'est-à-dire qu'en 
plus de ses rôles dans 1 'assemblage et la condensation de la nucléocapside, M est impliquée 
aussi dans la pathogénèse cellulaire (Black et al., 1993 ; Black et al., 1994). 
1.3 .2 Protéine Met pathogenèse cellulaire 
Un des plus petits produits encodés par le génome de VSV est la protéine de la 
matrice, qui fait seulement 229 acides aminés. Cette protéine joue des rôles très diversifiés et 
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cruciaux lors de la réplication, mais elle est aussi impliquée dans la pathogénèse du virus , un 
aspect particulier qui attire l'attention. D ' abord, parmi les effets cytopathiques rencontrés , la 
protéine M a la capacité de provoquer 1 'arrondissement cellulaire, en partie via son 
interaction directe avec la tubuline du cytosquelette cellulaire (Melki et al., 1994 ; Lyles et 
McKenzie, 1997). Le domaine fonctionnel de la protéine M, ayant pour effet de provoquer 
1 'arrondissement des cellules hôtes, se situe dans la portion C-terrninale de celle-ci, au niveau 
des acides aminés 173 à 229 (Blondel et al., 1990). Il a aussi été démontré que 
l'arrondissement cellulaire provoqué par l'expression de la protéine M était relié à l' induction 
de l'apoptose (Kopecky et Lyles, 2003). 
Un autre effet cytopathique de la protéine M est l'i nhibition de la transcription des 
gènes de l'hôte (Kopecky et Lyles, 2003) par la paralysie de l'activité des ARN polymérases 
I, II et III, et ce même en absence de tous les autres composants viraux (Ahmed et Lyles , 
1998). Les gènes transcrits par 1 'ARN polymérase II sont davantage sensibles aux effets de 
1 'infection par le VSV que ceux transcrits par les ARN polymérases I et III , et cette inhibition 
de la transcription n'a pas de spécificité de promoteurs. L'effet inhibiteur de la protéine M 
sur 1 'ARN polymérase implique 1 ' inactivation indirecte du facteur de transcription TFIID 
(Yuan et al., 2001), un complexe de plusieurs sous-unités consistant en une unité se liant à 
1 'ADN, soit la protéine appelée TBP et d 'autres protéines nommées T AF. Le facteur de 
transcription TFIID est le premier à s'associer aux promoteurs de 1' ARN polymérase II par la 
liaison de la protéine TBP à la boite TATA, une séquence d'ADN située en amont de la 
plupart des promoteurs. La protéine TBP est la seule sous-unité de TFIID requise pour initier 
une transcription basale in vitro. Il est également reconnu que 1 ' inhibition de la polymérase Il 
par la protéine M pourrait être causée par une interférence dans la régulation de la protéine 
TBP (Yuan et al., 2001). Le domaine fonctionnel de la protéine M, ayant pour effet de 
provoquer 1 ' inhibition de la transcription des gènes cellulaires, correspond aux mêmes acides 
aminés que ceux impliqués dans le phénomène de l' arrondissement des cellules hôtes, se 
situant dans la portion C-terminale de la protéine, au niveau des acides aminés 173 à 229 
(Paik et al. , 1995). 
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L'interruption du programme de transcription cellulaire par M est amplifiée et 
causée, en partie, par l'inhibition de l'exportation des ARNm en provenance du noyau via 
l'interaction de la protéine M avec Nup98, une nucléoporine (Peterson et al., 2000 ; von 
Kobbe et al., 2000). Les premières observations démontrant que la protéine M inhibe le 
transport nucléocytoplasmique proviennent d 'études sur des oocytes de Xenopus laevis, chez 
qui l'expression de la protéine Ma résulté en une diminution dramatique de l'exportation des 
ARNpn, ARNr et ARNm vers le cytoplasme et de l' importation de protéines et ARNpn vers le 
noyau (Her et al., 1997). Cependant, la protéine M ne bloque pas le transport des ARN vers 
le cytoplasme. Ces effets inhibiteurs de M sur le transport nucléaire résultent en fait de 
1 'interférence avec le transport dépendant du système RanGTPase (Her et al., 1997), 
responsable du transport nucléocytoplasmique actif (Gustin, 2003). Le rôle de la protéine 
matricielle dans l' inhibition du transport nucléocytoplasmique semble, entre autre, être de 
bloquer l'expression de certains produits antiviraux comme l' interféron bêta, facilitant ainsi 
la réplication virale (Ferran et Lucas-Lenard, 1997). Le domaine fonctionnel de la protéine 
M, ayant pour effet de provoquer 1 'inhibition du transport nucléocytoplasmique, se situe dans 
la portion N-terminale de celle-ci au niveau des acides aminés 51 à 59 (Peterson et al., 2000; 
von Kobbe et al., 2000; Gustin, 2003). Il a aussi été démontré que la protéine M contribue à 
la cytopathogénèse par son habileté à provoquer 1 'apoptose en présence et en absence des 
autres protéines virales (Kopecky et al., 2001 ; Gadaleta et al., 2002). Il semble plutôt clair 
que les effets cytopathiques causés par la protéine M sont reliés entre eux, mais il reste 
néanmoins certaines zones sombres dans la compréhension exacte de tous les mécanismes 
impliqués dans les effets cytopathiques énumérés ci-haut. L'aspect pro-apoptotique du 
produit du gène M représente le caractère le plus attrayant pour le présent projet, car cette 
propriété peut représenter un outil intéressant dans la perspective de 1 ' utilisation du gène M 
comme gène suicide. 
Il existe plusieurs variants du VSV, dont certains portent une mutation au niveau de 
la protéine virale M, alors que d'autres présentent des mutations ailleurs dans leur génome. 
Certains des variants mutants dans le gène M n'ont pas la même capacité à inhiber la 
transcription cellulaire et à provoquer l'apoptose (Desforges et al., 2001 ; Desforges et al., 
2002). Les deux variants utilisés lors de cette étude sont Tl 026 et TP6, qui sont différents 
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dans les effets cytopathiques qu 'i ls provoquent. Ainsi, le variant VSV Tl 026 porte une 
mutation dans la portion N-terminale du gène M (M51 R), qui consiste en la substitution d ' une 
méthionine en une arginine en position du 51 eme acide aminé. Cette mutation confère à cette 
protéine M une capacité réduite à inhiber la synthèse protéique, de même qu ' une induction 
moins rapide de l'apoptose par rapport à la protéine M du virus sauvage. Pour ce qui est du 
variant TP6 (Francoeur et al. , 1987), il ne possède aucune mutation au niveau de la protéine 
M, mais montre une inhibition de la synthèse protéique plus élevée encore que le virus 
sauvage, impliquant qu' il est aussi efficace sinon plus que le VSYwt en ce qui concerne 
l'inhibition de la transcription et l'i nduction de l 'apoptose. 
Dans le contexte de la présente étude, c'est la capacité de la protéine M à induire 
1 'apoptose qui représente un intérêt. Effectivement, puisque M peut induire l'apoptose en 
absence des autres protéines virales (Kopecky et al., 2001), cette protéine représente un outil 
intéressant pour induire la m01t de cellules indésirables, comme par exemple des cellules 
transformées . D'ailleurs, le VSV est actuellement utilisé dans des études in vivo pour ses 
propriétés pro-apoptotiques. Effectivement, VSVw1 et différents VSV recombinants ont été 
créés et sont utilisés in vitro et in vivo afin d'évaluer l'efficacité du virus à provoquer 
l'apoptose chez des cellules cancéreuses, déficientes dans la production d ' interféron bêta, un 
agent antiviral naturel exprimé par les cellules saines en contexte d' infection virale 
(Balachandran et al., 2001 ; Femandez et al., 2002; Obuchi et al., 2003; Stojdl et al., 2003). 
1.4 Vecteurs de thérapie génique 
En 1990, le premier essai clinique de thérapie génique a été réalisé dans le cadre de la 
déficience en adénosine déaminase, un syndrome combiné d ' immunodéficience. Depuis, plus 
de 5000 patients ont été traités à travers le monde dans le cadre de plus de 400 protocoles de 
thérapie génique clinique (Rochlitz, 2001). À l' exception d'un seul cas mortel , survenu chez 
un jeune garçon en 1999 (Hollon, 2000), les effets secondaires des différentes thérapies 
utilisées se sont avérés rares et généralement légers , et l'expression du transgène a pu être 
démontrée in vivo. Afin d'éliminer les risques potentiels du transfert de gènes in vivo, comme 
l ' introduction de transformations malignes ou l'évolution de nouvelles maladies virales chez 
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1 'homme, le développement de vecteurs ayant un haut degré de sécurité est nécessaire. De 
plus, la clé d'un éventuel succès de thérapie génique repose sur la disponibilité de véhicules 
de transfert ayant une efficacité de transduction in vivo supérieure aux outils actuellement 
utilisés en essais cliniques . Des méthodes non-virales et virales de transfert de gènes sont 
présentement utilisées, tant in vitro qu'in vivo. 
1.4.1 Méthodes non-virales de transfert de gène 
Les méthodes non-virales de transfert de gènes sont nombreuses et particulièrement 
attirantes parce qu'elles permettent d'éviter les risques potentiels associés aux vecteurs 
viraux. Parmi ces méthodes, l'utilisation des liposomes qui remonte à 1987, a été utilisée à 
plusieurs reprises in vitro, de même que dans certaines études in vivo chez des animaux et des 
humains. Les liposomes représentent un réactif très utilisé, encore aujourd'hui, afin 
d'introduire de l'ADN dans une cellule. L'ajout de lipides cationiques à de l'ADN 
plasmidique diminue sa charge négative et facilite son interaction avec les membranes 
cellulaires. Généralement, des lipides neutres ou du cholestérol sont ajoutés au mélange 
ADN/liposomes, afin de faciliter le relargage de l' ADN plasmidique après l'endocytose. Une 
grande quantité de lipides cationiques divers ont été utilisés à ce jour afin de procéder à des 
transferts de gènes (Niidome et Huang, 2002). Cette méthode a été utilisée avec succès pour 
transférer de 1 'ADN plasmidique dans des poumons, le cerveau et la peau par administration 
locale. Certains complexes ADN/liposomes ont même été utilisés dans des essais cliniques 
pour le traitement du cancer et de la fibrose kystique (Ni shi kawa et Huang, 2001 ). Bien que 
les liposomes aient montré certains succès et qu ' ils ne représentent pas vraiment un risque 
élevé pour la santé, cette méthode ne permet pas d'atteindre une efficacité de transduction 
très élevée et ne possède pas de spécificité cellulaire, ce qui réduit son utilisation. 
L'injection d'ADN nu est le système de transfert d'ADN le plus simple et le plus 
sécuritaire de tous. Alors que plusieurs croyaient qu'il n'était pas possible de transférer de 
l'ADN sans utiliser un vecteur, Wolff et al. (1990) ont rapporté que l'expression génique 
dans le muscle squelettique pouvait être atteinte par une simple injection intramusculaire 
d'ADN plasmidique. Jusqu'à maintenant, 1 'injection directe d ' ADN a été réalisée avec succès 
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au niveau du muscle squelettique, du foie, de la thyroïde, du muscle cardiaque, du cerveau et 
de la peau (Nishikawa et Huang, 200 l ; Niidome et Huang, 2002). L'ADN est ainsi injecté 
directement dans l'espace interstitiel de l'organe ciblé. Il a également été rapporté que 
1 'injection intra-tumorale d 'ADN nu pouvait permettre 1 'expression du trans gène à un niveau 
suffisant pour engendrer un effet thérapeutique. Bien que cette méthode soit stable, elle ne 
permet pas d'atteindre un niveau élevé de transduction des cellules, environ 1% seulement, et 
ne présente pas non plus de spécificité cellulaire. Cependant, cette méthode a l'avantage que 
1 'ADN est facile à préparer en grande quantité et à purifier. 
Une autre méthode non-virale de transfert de gène est 1 'utilisation d'un canon à gène. 
Cette méthode consiste à recouvrir des particules d'or avec 1 'ADN qui doit être transfecté, et 
à bombarder cet ADN plasmidique sur le tissu désiré. Le bombardement de l'ADN permet 
une pénétration directe de la membrane cellulaire vers le cytoplasme et même le noyau, 
évitant ainsi de transiter par les endosomes/lysosomes et réduisant donc les risques de 
dégradation du transgène transféré. Jusqu'à maintenant, des essais de transfert de gènes 
codant pour des antigènes ou des cytokines ont été réalisés avec succès directement sur la 
peau, les muscles et le foie, dans des contextes de vaccination et d 'immunothérapie 
respectivement. L'efficacité de transfection de l'ADN varie d'un tissu à l'autre, de 10 à 20% 
chez les cellules épidermales de la surface bombardée pour la peau et de 1 à 5% pour les 
cellules musculaires (Nishikawa et Huang, 2001). L'expression du transgène, au niveau du 
foie et de la peau chez la souris, peut durer jusqu'à environ deux semaines après le 
bombardement. Il existe cependant un désavantage majeur à cette méthode, soit la 
pénétration en profondeur de 1 'ADN bombardé dans le tissu ciblé. Effectivement, il a été 
rapporté, que chez le muscle squelettique, la pénétration des particules n'excède pas 0,5 mm. 
Bien qu 'in vivo, l'uti lisation du canon à gène résulte en une expression faible du transgène et 
de courte durée, cette méthode pourrait être envisagée à des fins de vaccination génétique. 
L'électroporation constitue une autre méthode non-virale de transfert de gène 
pouvant être utilisée aujourd'hui. L'application d'une courte pulsation électrique de forte 
intensité permet de perméabiliser de manière réversible les membranes cellulaires, permettant 
ainsi aux molécules extracel\ulaires de pénétrer à l'intérieur des cellules. Cette technique est 
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utilisée in vitro depuis 1982 pour la transfection de cultures cellulaires (Neumann et al., 
1982). L' électroporation in vivo utilise, lors d'un transfert de gène, de l'ADN plasmidique nu 
comme molécule de départ. L'application des pulsations électriques provoque l' ouverture de 
pores au niveau des membranes cellulaires du tissu ciblé, par lesquels 1 'ADN peut passer à 
l' intérieur des cellules selon un gradient de concentration. Une fois la perméabilisation 
terminée, les pores se referment et 1' ADN est emprisonné dans les cellules (Nishikawa et 
Huang, 2001 ). Jusqu 'à présent, cette technique a été utilisée pour introduire de 1 ' ADN 
plasmidique dans des tissus comme la peau, le foie et les muscles . L'ADN nu est d'abord 
injecté dans 1 ' espace interstitiel des tissus ciblés et les pulsations électriques sont appliquées à 
l'aide d'une aiguille ou d 'électrodes. La peau représente un tissu de choix pour cette 
technique et 1 'électroporation a été utilisée avec succès dans des essais cliniques de phase lill 
dans le traitement du mélanome, avec certains médicaments non perméables injectés par voie 
intra-tumorale. Les pulsations électriques augmentent généralement 1 'expression génique de 
1000 fois , comparativement à l'injection d ' ADN nu sans électroporation (Nishikawa et 
Huang, 2001). En plus d'augmenter la durée de l'expression du transgène, cette méthode 
permet d'obtenir une distribution plus large de cellules transfectées. Le principal désavantage 
de cette technique réside dans l'optimisation des paramètres de l' électroporation in vivo, qui 
varient selon les tissus ciblés. D'autres méthodes de transfert de gènes non virales existent, 
mais ne sont utilisables qu'in vitro; celles-ci comprennent la précipitation au calcium-
phosphate et la microinjection intracellulaire d'ADN entre autres . 
Bien que les méthodes non-virales de transfert de gène montrent certains succès, tant 
in vitro qu' in vivo, 1 ' application clinique des vecteurs non-viraux repose dorénavant sur une 
meilleure compréhension des paramètres impliquées dans le transfert de gène et sur le 
développement de vecteurs pouvant surmonter celles-ci. Parmi les barrières impliquées, on 
peut mentionner les propriétés physico-chimiques des vecteurs utilisés (ADN, Liposomes , 
etc.), l' interaction des vecteurs avec certains composants du sang lors d'injections intra-
veineuses, la reconnaissance des vecteurs par le système immunitaire, le relargage endosomal 
pour les vecteurs transitant par endocytose, l' efficacité et la spécificité de transfection des 
cellules cibles, la stabilité des vecteurs dans le cytoplasme et l' importation de ceux-ci vers le 
noyau. Des progrès ont été réalisés depuis les années 1990 et il n ' est pas exclu que certaines 
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techniques non virales de transfert de gène soient utilisées en pratique clinique dans un avenir 
pas si lointain . 
1.4.2 Méthodes virales de transfert de gène 
L'idée d'utiliser des virus comme outil de transfert de gènes est tentante pour sa 
simplicité en principe, mais aussi pour les perspectives illimitées qu'elle laisse entrevoir. 
Effectivement, les perspectives de thérapies géniques utilisant des vecteurs de type viraux 
peuvent s'appliquer à de nombreuses maladies comme la fibrose kystique, les désordres de 
coagulation, les maladies vasculaires, les maladies d'origine génétique et le cancer pour ne 
nommer que celles là (Dobblestein, 2003). Ainsi, de nombreuses études cliniques de thérapie 
génique ont utilisé des vecteurs viraux pour le transfert de gène, et plus particulièrement les 
vecteurs rétroviraux (Wu et Ataai, 2000), comptant pour près de 40% des études en 2000 
(Rochlitz, 2001 ). De nombreux types de virus, incluant les adénovirus, les adéno-associated 
virus (AA V), les herpes simplex virus (HSV), les rétrovirus, les lentivirus, les réovirus, le 
virus de la Vaccine et le Newcastle disease virus ont été modifiés en laboratoire à des fins 
d'applications en thérapie génique (Robbins et Ghivizzani, 1998 ; Kootstra et Verma, 2003). 
En raison des avantages et des inconvénients de chaque type de vecteur, chacun d ' eux 
possède son champ d'application respectif. 
Les vecteurs adénoviraux sont très utilisés dans le transfert de gènes in vivo et les 
études cliniques portant sur le cancer. Les adénovirus sont des virus à ADN double brin non 
enveloppés et linéaires, dont le génome fait environ 30 à 35 kbp (Robbins et Ghivizzani, 
1998; Mullen et Tanabe, 2002). Ces vecteurs ont l'avantage d 'avoir la capacité d'infecter les 
cellules en division et certaines cellules quiescentes. Ils ont une capacité d ' insert relativement 
grande, d'environ 7,5 kbp (Romano et al., 1998) selon la génération de vecteur. Les titres de 
vecteurs obtenus sont élevés (10 11 pfu/ml) et ne représentent pas un facteur limitant leur 
utilisation. Les niveaux d 'expression du transgène sont appréciables (Lundstrum, 2003), mais 
celle-ci demeure transitoire et de courte durée. Il existe, jusqu 'à ce jour, trois générations 
différentes de vecteurs adénoviraux. La première consiste en une délétion du gène El du 
virus, un gène impliqué dans 1 'expression des autres gènes viraux et dans la réplication, 
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rendant celui-ci déficient dans sa réplication. La production des vecteurs nécessite une lignée 
cellulaire exprimant en trans le produit du gène E 1, telle que la lignée cellulaire 293. La 
seconde génération de vecteurs adénoviraux possèdent une délétion de certains cadres de 
lecture ouverts des gènes E2 et/ou E4, et nécessitent une lignée cellulaire produisant en trans 
les protéines virales nécessaires à leur production. Les vecteurs adénoviraux de première et 
de seconde génération sont très immunogéniques, principalement en raison du fait que des 
gènes viraux sont toujours présents et faiblement exprimés dans le vecteur, en plus du fait 
que la majorité de la population a déjà été exposée naturellement à des infections aux 
adénovirus et a développé une immunité contre ce dernier (Lundstrum, 2003). Cette 
immunogénicité réduit dès lors la possibilité d'expression à long terme du transgène et rend 
ces vecteurs peu efficaces pour les thérapies géniques nécessitant l'expression d ' un transgène 
sur une longue période. Récemment cependant, des vecteurs adénoviraux de troisième 
génération, appelés gutless, ont été créés (Robbins et Ghivizzani , 1998 ; Wu et Ataai , 2000). 
Ces vecteurs ont été délestés de tous les gènes viraux, ce qui réduit considérablement leur 
immonogénicité. Ces vecteurs sont générés dans une lignée cellulaire produisant en trans El 
en présence d'un adénovirus helper déficient dans la fonction El , fournissant les autres 
protéines virales en trans. La difficulté de cette technique repose toutefois sur la purification 
des vecteurs adénoviraux. 
Les vecteurs AA V ont établi leur position comme un des plus populaires systèmes de 
transfert de gènes avec le temps. Les AA V sont des virus à ADN simple brin d ' une taille de 5 
kpb environ. La réplication de ces virus nécessite une fonction accomplie par un virus helper, 
tel un adénovirus ou un herpes simplex virus. Les avantages de ce système reposent sur une 
expression à long terme et efficace du transgène dans différents types cellulaires et différents 
tissus tels le foie, le muscle, la rétine et le système nerveux central (Robbins et Ghivizzani , 
1998). Toutefois, tout comme les autres systèmes, certains désavantages à l' utilisation de ces 
vecteurs existent, comme la capacité d'insert réduite (environ 4 kpb) et la production à 
grande échelle ardue et inefficace. De plus, au même titre que le vecteur adénoviral, le 
vecteur AA V présente une immunogénicité chez l'humain. Son principal désavantage réside 
dans la probabilité que le vecteur s' intègre dans le génome de son hôte, ce qui peut mener à 
une activation ou à une inhibition subite de l'expression d ' un gène endogène. 
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Des vecteurs dérivés du virus Herpes simplex ont aussi été développés pour certaines 
applications de thérapie génique. Le virus HSV -! est un virus ADN double brin enveloppé, 
dont le génome fait environ !50 kpb, renfermant approximativement 80 gènes viraux. Les 
vecteurs HSV ont l'avantage d ' être capables d'infecter tant les cellules en division que les 
cellules quiescentes. Ils sont capables d'établir une latence chez certains types cellulaires et 
ils sont ceux ayant la plus importante capacité d'insertion avec 30 kpb (Mullen et Tanabe, 
2002). Cette capacité d'insert fait des vecteurs HSV un outil attirant dans le transfert de 
plusieurs gènes à la fois et l'utilisation de promoteurs hétérologues ou de systèmes 
d ' expression inductibles complexes. Cet aspect représente un avantage indéniable sur de 
nombreux autres vecteurs ayant une capacité d ' insertion nettement inférieure aux vecteurs 
HSV. Leur habileté à établir une latence chez les cellules neuronales fait de ce type de 
vecteur un outil intéressant dans le traitement de maladies neurologiques comme le Parkinson 
ou l'Alzheimer (Wu et Ataai, 2000). De plus, le génome de HSV demeure épisomal après 
1 'infection, ce qui élimine les risques de transformation provoquée par une insertion 
accidentelle dans le génome de l'hôte. Bien que le génome entier de HSV soit cytotoxique 
pour les neurones, la délétion de plusieurs gènes viraux peut être effectuée et générer des 
vecteurs viables. La délétion des quatre gènes précoces ICPO, ICP4, ICP22 et ICP47 résulte 
en un vecteur entièrement non toxique, qui persiste pour une longue durée chez la cellule 
hôte, permettant ainsi une expression à long terme du transgène (Lundstrum, 2003). Des 
systèmes de délétion de gènes et d' utilisation de lignées cellulaires complémentaires 
semblables aux systèmes adénoviraux pour la production des vecteurs ont été conçus 
également pour les vecteurs HSV (Rabbins et Ghivizzani, 1998). En raison de l' aspect de 
latence, les vecteurs HSV sont très attrayants pour les applications où une expression élevée à 
long terme du transgène est nécessaire. Toutefois, dans le cas de la thérapie génique du 
cancer, où une expression transitoire du transgène est davantage requise, d'autres vecteurs 
semblent plus appropriés. 
Le virus de la vaccine, les réovirus et le Newcastle disease virus sont utilisés dans 
une moindre mesure en thérapie génique. Cependant, la sélectivité uniquement pour les 
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cellules tumorales font des deux derniers des outils qui deviendront possiblement des plus 
intéressants dans un avenir très rapproché (Mullen et Tanabe, 2002). 
Bien qu ' il serait possible de continuer ainsi à décrire chacun des types de vecteurs 
viraux utilisés en thérapie génique, en ce qui concerne la présente étude, le choix du vecteur 
s'est porté sur un vecteur rétroviral. Ce type de vecteur a été l' objet des premiers travaux de 
transfert de gènes in vivo, en utilisant Je vecteur rétroviral prototype, le Moloney Murine 
Leukemia Virus, utilisé dans la présente étude. Les avantages de ce type de vecteur résident 
dans son habileté à s ' intégrer dans le génome de l' hôte et ainsi de soutenir une expression 
génique pour une période excessivement longue, mais aussi dans sa capacité d ' insert dont la 
taille est acceptable, soit environ 8 kpb. Toutefois, les vecteurs rétroviraux sont incapables 
d'infecter les cellules quiescentes , ce qui restreint leur utilisation sur les cellules en division 
(Wu et Ataai, 2000 ; Lundstrum, 2003). Dans le cas présent, l ' intérêt pour le vecteur 
rétroviral de type MML V vient de sa capacité à infecter les cellules en division comme les 
cellules transformées . Généralement, ce type de vecteur, accompagné de cellules helper ou 
lignée cellulaire d'encapsidation, représente le système de transfert de gènes le plus 
fréquemment utilisé (Hu et Pathak, 2000). Les cellules helper sont des cellules qui 
fournissent en trans les protéines virales nécessaires à la réplication du vecteur rétroviral. Le 
virion obtenu est non réplicatif, mais infectieux, et contient le transgène ayant été inséré dans 
son génome. Ainsi, les recherches envisagées ici prévoient l' utilisation d ' un vecteur rétroviral 
de type MMLV et l' insertion du gène M des variants TP6 et Tl026 de VSV dans son 
génome. Le vecteur sera utilisé dans le but ultime d ' infecter différents types cellulaires 
(cellules saines et transformées) in vitro et d'y exprimer le transgène. Ainsi , la protéine M 
devrait être produite et l'apoptose des cellules devrait s ' en suivre pour ce qui est du variant 
TP6 , alors que le variant Tl026 devrait présenter des effets cytopathiques moins marqués . 
L'utilisation de la lignée cellulaire helper représente néanmoins un obstacle à la production 
des virions infectieux, car durant la réplication du vecteur dans ces cellules, il est 
envisageable que le gène M soit exprimé et que celui-ci provoque 1 ' apoptose au sein de la 
lignée d ' encapsidation, réduisant dès lors le titre viral obtenu. Ainsi, une solution à ce 
problème est l' utilisation d ' un système d'expression inductible hautement régulé et montrant 
un taux d ' expression basal de l' insert, en l' occurrence le gène M, quas iment nul. 
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1.5 Les systèmes d'expression inductibles 
Plusieurs systèmes d'expression génique inductibles incluant Je système Tétracycline 
(Off et On), Ecdysone et Je système basé sur un dimerizer ont été développés avec Je temps 
(Xu et al. , 2003). D'autres systèmes existent aussi, mais sont utilisés dans une moindre 
mesure (Clackson, 2000). Ces systèmes comportent, premièrement, des domaines 
fonctionnels d 'origine procaryote, eucaryote et dérivés de protéines virales formant des 
transactivateurs chimériques aptes à moduler l' expression génique de manière inducteur-
dépendante. De tels transactivateurs contiennent des éléments fonctionnels qui interagissent 
avec de petites molécules inductrices, soient un domaine de liaison à 1 'ADN n'interagissant 
pas avec les séquences cellulaires endogènes et un domaine de transactivation. Le second 
composant du système est un promoteur inductible, qui généralement est un promoteur 
minimal situé en aval des séquences répétées reconnues par Je transactivateur. Ainsi, en 
présence de l'inducteur, Je facteur de transcription chimérique se fixe à sa séquence de 
reconnaissance d ' ADN spécifique dans le promoteur et transactive l' expression du gène 
d'intérêt. Plusieurs études ont été réalisées sur la performance de ces systèmes inductibles 
(Clackson, 2000 ; Senner et al., 2001) tant in vitro que chez des modèles murins. Certaines 
études utilisant les systèmes d 'expression inductible ont montré des résultats très prometteurs 
en terme de réponse aux exigences d'un système efficace et approprié ; c'est-à-dire une 
expression basale très faible ou nulle en absence de l' inducteur, une expression induite 
élevée, un ratio d ' induction élevé (expression maximale induite/expression basale en absence 
d ' inducteur), l ' absence d'interaction avec les processus cellulaires endogènes, une très faible 
immunogénicité des composants du système et une sécurité confirmée en ce qui a trait à la 
possibilité de consommer oralement 1 ' inducteur (Xu et al., 2003). 
Le système d 'expression inductible à la tétracycline est composé de trois éléments 
principaux : un modulateur transcriptionnel , Je promoteur inductible à la tétracycline et un 
antibiotique de la famille de la tétracycline. Le modulateur transcriptionnel consiste en un 
répresseur procaryotique de la tétracycline (tetR), qui procure une activité de liaison à 1 ' ADN 
tétracycline-dépendante, fusionné à un domaine d'activation (TA) ou de répression (TRou 
TS) qui est actif chez les cellules eucaryotes. Le promoteur inductible est constitué de sept 
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copies de la séquence de liaison à l'ADN de tetR (tetO). Ces copies sont alignées en amont 
d'un élément minimal contenant une boîte TATA et un site d'initiation transcriptionnelle. Ce 
dernier élément provient généralement du promoteur du cytomégalovirus. Le dernier élément 
du système est l'antibiotique de la famille de la tétracycline (Corbel et Rossi , 2002). La 
tétracycline est une petite molécule lipophilique qui entre facilement dans les cellules 
eucaryotes par diffusion passive. Cette molécule a beaucoup été utilisée déjà en médecine 
vétérinaire et humaine, et elle ne provoque pas, sinon très peu, d 'effets secondaires. Parmi la 
famille des tétracyclines, la doxycycline est la plus utilisée aujourd'hui , et celle-ci est aussi 
efficace que la tétracycline dans 1 'activation de la transcription du gène placé sous le contrôle 
du promoteur inductible. Le facteur de transcription original modulé par la tétracycline (tT A), 
a été obtenu en fusionnant le répresseur tetR sauvage avec l'activateur transcriptionnel VP1 6 
du virus Herpes. Cette forme du système d 'expression inductible à la tétracycline se nomme 
le système Tet-Off car, en présence de tétracycline, tTa est inhibé plutôt qu ' activé (Ciackson, 
1997 ; Gould et al., 2000 ; Corbel et Rossi, 2002). Le retrait de la tétracycline permet 
1 'expression du gène sous le contrôle du promoteur inductible. Certaines mutations au niveau 
du répresseur tetR ont résulté en la génération d'un facteur de transcription ayant une réponse 
inverse à la tétracycline (tT A inverse ou rtTA). Avec ce facteur de transcription, l'expression 
du gène peut être induite plutôt que réprimée par 1 'ajout de tétracycline ou doxycycline. Cette 
forme du système d ' expression inductible à la tétracycline se nomme le système Tet-On 
(Ciackson, 1997 ; Corbel et Rossi , 2002; Zabala et al. , 2004). 
Le système d'expression inductible à l'ecdysone est basé sur des petites hormones 
stéroïdes et leurs récepteurs, constituant un système naturel de régulation de la transcription. 
Leur utilisation à des fins de régulation de la transcription d'autres gènes a cependant été 
compliquée, en raison de l' interférence potentielle avec des hormones endogènes et par la 
liaison des récepteurs à des gènes endogènes (Clackson, 1997). La solution à ce problème a 
été d'utiliser le stéroïde ecdysone de Drosophila, ou un analogue synthétique comme la 
Muristérone A ou la Ponastérone A, et son récepteur nucléaire (EcR). Il est aujourd ' hui 
connu que le récepteur fonctionnel de 1 'ecdysone est une protéine hétérodimérique consti tuée 
de EcR et de USP (Drosophilia Ultraspiracle protein), un autre membre de la famill e des 
récepteurs nucléaires. La liaison de 1 ' ecdysone au récepteur EcR permet aux protéines EcR et 
28 
USP d'interagir et de se lier à 1 'ADN pour activer la transcription. Le système d'expression 
basé sur 1 'ecdysone a toutefois été amélioré avec le temps. Ainsi , le facteur régulant la 
transcription est maintenant composé de deux protéines différentes, un mutant tronqué de 
EcR fusionné au domaine d'activation de la transcription VP16 du virus Herpes simplex, et 
l'homologue de USP chez les mammifères, le récepteur du rétinoïde X (RXR) (Clackson, 
2000 ; Wyborski et al., 2001 ; Xiao et al., 2003). Étant donné que le site de liaison à 1 'ADN 
de EcR est aussi reconnu par un récepteur humain, le récepteur du farnésoïde X humain, la 
séquence a été altérée de manière à n'être reconnue que par le récepteur mutant EcR. Ces 
modifications ont permis de réduire au maximum la transcription basale du système, et 
l'induction de l'expression a été augmentée de 10 000 fois (Ciackson, 1997). 
Il a été démontré que le système dimerizer (Figure 2), inductible avec un analogue de 
la rapamycine, est supérieur aux autres systèmes au niveau de chacun des paramètres 
énumérés précédemment. Dans ce système, la caractéristique unique le distinguant des autres 
réside dans le domaine de liaison à l' ADN et le domaine d'activation de la transcription, qui 
sont fonctionnellement séparés et exprimés comme des protéines individuelles. Le 
transactivateur transcriptionnel est reconstitué en présence de l'inducteur seulement. De plus, 
aucune protéine virale ne fait partie du système, ce qui réduit les risques d'immunogénicité 
(Pollock et al., 2002 ; Pollock et Clackson, 2002). La stratégie du système est basée sur 
l'utilisation d'inducteurs chimiques de dimérisation, des dimerizers, pour induire l'interaction 
de deux protéines modifiées (Spencer et al., 1993 ). Les constituants du vecteur sont basés sur 
la protéine humaine FKBP12 et ses ligands, FK506, la Rapamycine et certains de ses 
analogues comme AP21967, utilisés comme inducteurs . Ces drogues agissent naturellement 
comme des hétérodimères et elles ont été utilisées antérieurement pour contrôler la 
transcription (Rivera et al., 1996 ; Ho et al., 1996). L'inducteur fonctionne en se liant avec 
une grande affinité à FKBP, et ensuite à FRAP, formant ainsi un hétérodimère en joignant les 
deux protéines ensembles (Choi et al., 1996). Ce système, comme les autres ayant été 
mentionnés précédemment, a été reconfiguré de manière à obtenir une expression optimale et 
est conçu entièrement à partir de protéines d'origine humaine. D'abord , le domaine de liaison 
à l'ADN est ZFHDl. C'est un domaine de liaison chimérique comprenant deux modules de 

























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































n'ont pas d'affinité de liaison significative, mais ensemble, ils lient une nouvelle séquence 
cible avec une grande affinité. Le domaine de liaison à l'ADN a été joint à deux copies de la 
protéine FKBP, ayant la capacité de se lier à la rapamycine ou ses dérivés. Le domaine 
d 'activation, quant à lui, est constitué d ' une portion de 190 acides aminés de la sous-unité 
p65 de la protéine NF-KB humaine, qui permet une activation particulièrement forte de la 
transcription des gènes placés sous le contrôle du promoteur du système. La sous-unité p65 
de NF-KB a été fusionnée à une partie de HSF-1 et à une copie du domaine FRB de la 
protéine FRAP, ce qui permet la liaison avec la rapamycine ou ses dérivés. Les deux 
protéines de fusion servant de facteurs de transcription sont exprimées à partir d ' un seul 
transcrit bicistronique par l' utilisation d'un IRES. Chacune des protéines contient la séquence 
du signal de localisation nucléaire de c-Myc humain en N-terminal. La cassette d 'expression 
du gène cible comprend 12 sites de reconnaissance consécutifs pour ZFHDI, suivis du 
promoteur minimal de l' IL-2, constitué d ' une seule boîte TATA et choisi en raison de son 
inactivité en absence des domaines d'activation (Pollock et Clackson, 2002). L'utilisation des 
dimerizers pour contrôler l'expression génique est bien établie aujourd'hui et les 
configurations optimales pouvant être apportées au système ont été réalisées. 
Le système d'expression choisi pour la présente étude a été obtenu de la compagnie 
ARIAD Pharmaceuticals Inc. Il s'agit du ARGENT,..., Regulated Transcription Retrovirus Kit, 
Ali-in-one vector pL6N2-RHS3HIZF2-PL (Figure 2). Cette trousse contient tout ce qui est 
nécessaire pour placer la transcription d' un gène d'intérêt, en l'occurrence le gène M des 
deux variants du VSV, TP6 et Tl 026, sous le contrôle de la molécule appelée dimerizer, et il 
devrait permettre d 'obtenir une expression du gène d'intérêt hautement régulée dans le cadre 
d'investigations in vitro. Dans le cas présent, le système choisi est déjà incorporé dans un 
vecteur rétro viral, ce qui correspond aux besoins de 1 'étude. Dans la présente recherche, ce 
système d'expression inductible représente un outil de choix afin de réguler l'expression du 
gène M des deux variants de VSY. De plus, dans le contexte de vecteur rétroviral utilisé ici, il 
a été démontré que le système d 'expression inductible à un analogue de la rapamycine décrit 
ci-haut pouvait être utilisé dans un vecteur rétroviral et qu ' il était possible d 'exprimer une 
protéine toxique à l' aide de celui-ci (Pollock et al., 2000). Il a également été démontré que ce 
système pouvait être utilisé de manière sécuritaire in vivo dans des modèles animaux 
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(Auricchio et al. , 2002 ; Crittenden et al., 2003). Ainsi , dans le souci d'utiliser un vecteur 
hautement régulé, le vecteur rétroviral contenant le système d'expression inductible à un 
analogue de la rapamycine a été utilisé. Le gène M des deux variants de VSV a été introduit 
sous le contrôle du système d'expression, ce qui permet d'utiliser une lignée d'encapsidation 
afin de produire les virions infectieux en absence de production de M. Finalement, 1' infection 
de différents types cellulaires devait être effectuée avec le virus/vecteur, afin de déterminer sa 
capacité à provoquer l'apoptose, après induction, chez les cellules en culture. 
1.6 Oncolyse virale 
La virothérapie, ou 1 'oncolyse virale, représente une nouvelle et prometteuse stratégie 
pour le traitement du cancer (Nettelbeck, 2003). L'habileté de modifier génétiquement des 
virus et d'en faire des vecteurs ayant la capacité d'attaquer les tumeurs n'est qu ' un 
phéRomène relativement récent. Plus on en apprend sur les fonctions de certains produits de 
gènes viraux, comme la protéine M de VSV, dans le contrôle du cycle cellulaire des 
mammifères ou la modulation du système immunitaire, plus les possibilités d'utiliser ces 
outils à d'autres fins voient le jour (Mullen et Tanabe, 2002). Les avancées récentes dans les 
domaines de biologie moléculaire, génétique et virologie permettent de développer des outils 
de thérapie du cancer ayant une plus grande efficacité et une plus grande spécificité pour les 
tumeurs. En armant ces vecteurs avec des gènes thérapeutiques ou des gènes suicides et en 
combinant ces outils novateurs aux méthodes de traitement conventionnelles, cela laisse 
entrevoir de belles percées scientifiques dans un avenir qui n' est pas si lointain. 
1.7 Hypothèses générales de travail 
L' importance et les implications du projet proposé ici s'inscrivent dans la foulée des 
protocoles de thérapie génique énumérés précédemment. En fait, la recherche proposée 
projette de développer un vecteur de type rétroviral, contenant dans son génome un gène pro-
apoptotique ayant la capacité d'induire la mort cellulaire, et ce tout en étant sous le contrôle 
d'un promoteur inductible afin d ' éviter l'expression du transgène en dehors du contexte 
désiré. Le gène ayant la capacité de provoquer la mort cellulaire est le gène M codant pour la 
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protéine du même nom du Virus de la Stomatite Vésiculaire, utilisé dans le laboratoire du Dr. 
Laurent Poliquin. Le système d ' expression inductible a été obtenu de la compagnie ARIAD 
Inc. Une fois le vecteur construit, il est prévu d'utiliser celui-ci dans le but de transfecter et 
d'infecter, in vitro, des cultures de cellules saines et de cellules transformées , puis d'induire 
la synthèse de la protéine M afin de provoquer la mort cellulaire. Il est reconnu que les 
vecteurs viraux sont de plus en plus utilisés dans le domaine de la thérapie génique. Ainsi, 
1 ' utilisation de ce type de vecteur semble prédestinée dans la poursuite du but de la recherche 
exposée ici, soit introduire un gène pro-apoptotique dans différents types cellulaires et 
permettre 1 'expression de celui-ci via un promoteur inductible par un agent inducteur. Les 
hypothèse générales de travail ayant été émises à partir du projet sont : 
1) Les vecteurs générés, par leur mode d'action et leur construction, auront la capacité de 
provoquer l'apoptose chez un nombre varié de types cellulaires, dont les cellules 
transformées. 
2) Le type de système de régulation du gène pro-apoptotique M utilisé permettra d 'obtenir les 
résultats escomptés, soit une expression de la protéine M seulement après avoir induit le 
promoteur inductible, sans expression basale en absence de l'inducteur, facilitant ainsi 
l'obtention de titres viraux élevés dans la lignée d'encapsidation (cellules helper). 
3) L'utilisation de virus comme vecteur de transport de la construction permettra d 'attei ndre 
une large proportion des cellules en culture in vitro par opposition à la transfection de la 
construction. 
CHAPITRE II 
MATÉRIEL ET MÉTHODES 
2.1 Construction des vecteurs pL6lli_:.fuiS3HIZF2-PL-EGFP, pL2.lli....::.fu!S3H/ZF2-PL-MTP6 et 
P1.2.lli::..fu:!.S3HIZF2-PL-MT1026 
Les gènes EGFP (enhanced green fluorescent protein), MTP6 et MT1026 ont 
respectivement été insérés dans le site de clonage multiple (MCS) du vecteur pL6Nr 
RHS3H/ZF2-PL, qui contient les sites de restriction Cial, Bgiii et EcoRI. De plus, les inserts 
ont été orientés en direction 3'~ 5' , de manière à être placés dans le sens inverse de la 
transcription du génome rétroviral. Différentes stratégies de clonage ont été utilisées afin de 
construire les trois vecteurs. 
Le gène EGFP provient du vecteur pCMV5 (lnvitrogen), dans lequel il était cloné en 
EcoRI/Hindiii dans l'orientation 5 '~ 3'. Le gène a été retiré du MCS en utilisant les 
enzymes de restriction EcoRI et Xbal, et il a été sous-cloné dans le vecteur pTis (Chambard 
et Pognonec, 1998) en EcoRI/Xbai dans l'orientation S'~ 3'. Le vecteur pTis posséde un site 
de restriction Cial, nécessaire dans 1 'étape de clonage finale. Le gène EGFP a ensuite été 
retiré du MCS de pTis en utilisant les enzymes EcoRI et Cial, pour être finalement introduit 
dans le vecteur d 'expression eucaryote pL6N2-RHS3H/ZF2-PL en Clal/EcoRI dans 
l'orientation 3 '~ 5' . 
2.1.2 Vecteur pL6NrRHS3H/ZF2-PL-MTP6 
Le gène MTP6 provient du vecteur pRc/CMV (lnvitrogen), dans lequel il était cloné 
en Smal dans l'orientation 5'~ 3' . Le gène a été retiré du MCS en utilisant les enzymes de 
restriction EcoRI et Xbal, et il a été sous-cloné dans le vecteur pTis en EcoRI/Xbai dans 
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l'orientation S'~ 3'. Le gène MTP6 a ensuite été retiré du MCS de pTis en utilisant les 
enzymes EcoRI et Cial, et il a été introduit dans le vecteur d'expression eucaryote pL6N2-
RHS3H/ZF2-PL en Clal/EcoRI dans l'orientation 3'~ 5' . 
Le gène MT1026 a été amplifié par la méthode de PCR, en utilisant comme plate-
forme de départ le vecteur pTis dans lequel le gène MTl 026 était cloné, et en utilisant des 
amorces (Tableau I) munies des sites de reconnaissance des enzymes de restriction 
nécessaires à l'insertion du gène dans le vecteur pL6N 2-RHS3H/ZF2-PL. Après amplification 
du gène MT1026 par PCR, l'amplicon a été digéré avec les endonucléases de restriction 
EcoRI et Cial, puis il a été introduit dans le vecteur pL6N2-RHS3H/ZF2-PL en Clal/EcoRI 
dans 1 'orientation 3 '~ 5'. 
Tableau 1- Séquences des amorces utilisées pour l'amplification par PCR du gène MT1026 
Nom de l'amorce 
VSV (M) HR 5' EcoRl 
VSV (M) HR 3' Cial 
Séquence a, b 
cgtagaa ttccatgagttccttaaagaagatt 
cgtta tc ga ttcatttgaagtggctgacagaa 
a en gras : séquences de reconnaissance par Eco RI et Cial respectivement. 
soulignées: séquences complémentaires aux extrémités 5' et 3' respectivement du gène M de VSV. 
b Tirées des séquences publiées par: Rose et Gallione (1981 ), confirmées pour les variants TP6 et 
Tl026 par Beausoleil (1994) . 
L'insertion respective des gènes EGFP, MTP6 et MT1026 dans le vecteur pL6N2-
RHS3H/ZF2-PL a été vérifiée par digestion enzymatique des constructions avec Oral, une 
endonucléase coupant à deux endroits dans le vecteur pL6N2-RHS3H/ZF2-PL et permettant de 
vérifier la présence d'un insert dans le MCS. Le résultat de la digestion a été séparé sur gel 
d'agarose 1%. 
2.2 Production d ' acides nucléiques pour les transfections 
La transfection des vecteurs pL6N 2-RHS3H/ZF2-PL-EGFP, pL6N2-RHS3H/ZF2-PL-MTP6 
et pL6N2-RHS3H/ZF2-PL-MTI026 dans des cellules eucaryotes nécessite une quantité é levée 
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de vecteur. Afin d'obtenir des quantités appréciables de chacun des vecteurs , ces derniers ont 
été introduits dans des bactéries, produits à grande échelle et purifiés. Les préparations 
d'ADN plasmidique ont été réalisées à partir des cultures bactériennes, qui ont été traitées et 
purifiées sur colonne, et selon les indications du fabricant (Qiagen). 
2.3 Séquençage de l 'insert des vecteurs pL6!:if.::.&!_S3HIZF2-PL-EGFP, pL6lli::.&!_S3HIZF2-
PL-MTP6 et pL6lli:RHS3HIZF2-PL-MTl026 
Afin de s'assurer de l' intégrité de la séquence nucléotidique des gènes qui ont été insérés 
dans le vecteur pL6N2-RHS3HIZF2-PL, en l'occurrence EGFP, MTP6 et MTI026, les 
vecteurs ont été envoyés au Centre d ' Innovation Génome Québec et Université McGill afin 
d 'y être séquencés. Les amorces (Tableau II) qui ont été utilisées pour le séquençage ont 
permis de déterminer la séquence nucléotidique comprise dans le MCS du vecteur pL6N2-
RHS3HIZF2-PL et d ' en vérifier l'intégrité. 
Tableau II- Séquences des amorces utilisées pour le séquençage du MCS de pL6lli: 
fu.IS3H/ZF2-PL. 
Nom de l'amorce Séquence a 
pL6 5' ttatcatgtctgctcgaagcggcc 
pL6 3' acctcaactcctgccacaagcttg 
a Tirées des séquences publiées par : ARJAD Pharmaceuticals, Inc. , 2002. 
2.4 Culture des lignées cellulaires 
Les diverses expérimentations ont nécessité l ' utilisation de lignées cellulaires n' ayant 
pas les mêmes besoins en nutriments afin de croître, expliquant ainsi les différences entre les 
milieux de culture qui ont été utilisés selon la lignée cellulaire. 
2.4.1 Lignées cellulaires NIH 3T3 , NIH 3T3 Ras et Phœnix écotropique 
Les lignées en culture ont été incubées à 3rC en atmosphère humide avec 5% de 
C02, dans du D-MEM (lnvitrogen) avec 10% (v/v) de sérum de veau fœtal. Ce milieu était 
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supplémenté avec 100 U/ml pénicilline et 100 f..lg/ml streptomycine. Pour les cellules Phœni x 
écotropique, le milieu était en plus supplémenté durant une semaine avec 200 f..lg/ml 
Hygromycine B et 2 f..lg/ml Toxine diphtérique. La différence qui réside entre les lignées 
cellulaires N1H 3T3 et NlH 3T3 Ras, vient du fait que la lignée Ras est une lignée 
transformée portant une mutation au niveau de l' oncogène Ras. Cette mutation (G1 2Y) 
provoque une substitution d ' une glycine pour une valine au niveau du 12ème acide aminé de la 
protéine Harvey-Ras. 
2.4.2 Lignées cellulaires HeLa et L-929 
Les lignées en culture ont été incubées à 3rc en atmosphère humide avec 5% de 
C02, dans du milieu a-MEM (Invitrogen) avec 10% (v/v) de sérum de veau de nouveaux-
nés. Ce milieu était supplémenté avec 100 U/ml pénicilline et 100 f..lg/ml streptomycine. 
2.5 Transfections transitoires des vecteurs, induction et détection 
Afin de vérifier la fonctionnalité et l'inductibilité du système d 'expression utilisé, des 
transfections transitoires du vecteur pL6N2-RHS3H/ZF2-PL-EGFP ont été effectuées sur 
différentes lignées cellulaires. Une fois les paramètres de transfection établis avec le vecteur 
pL6N2-RHS3H/ZF2-PL-EGFP, des essais d'expression de la protéine Mont été effectués avec 
le vecteur pL6NrRHS3H/ZF2-PL-MTP6. 
2.5.1 Transfection transitoire du vecteur pL6N2-RHS3H/ZF2-PL-EGFP et microscopie 
con focale 
Les cellules étaient ensemencées la veille de la transfection dans des plaques de 4 
puits (Nunc) à raison de 1 x 105 cellules par puits pour la lignée NIH 3T3 , et 1,4 x 105 
cellules par puits pour les lignées HeLa et L-929. La transfection a été réalisée selon les 
directives du fabricant (Qiagen) avec un ratio de 3,2 f..lg d'ADN: 8 f..ll de Lipofectamine 2000 
pour les cellules NIH 3T3 , et de 3 f..lg d ' ADN : 3 f..ll de Lipofectamine 2000 pour les lignées 
cellulaires HeLa et L-929. Après 6 heures d ' exposition des cellules à l' ADN transfecté, 
l' inducteur du système d'expression, soit le AP21967 qui est un analogue de la rapamycine, 
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était ajouté au milieu de culture à une concentration finale de 100 nM. Les cellules étaient 
ensuite observées en microscopie confocale afin de détecter celles exprimant la protéine 
EGFP et mesurer l'efficacité de transfection. 
2.5.2 Transfection transitoire du vecteur et 
immunofluorescence indirecte 
Les cellules HeLa et L-929 étaient ensemencées la veille de la transfection dans des 
lames de culture à 4 puits LABTEK (Nunc) à raison de 1 x 105 cellules par puits. La 
transfection a été réalisée selon les directives du fabricant (Qiagen) avec un ratio de 5 Jlg 
d ' ADN: 3 fll de Lipofectamine 2000 pour chacune des lignées cellulaires. Après 6 heures 
d'exposition à l'ADN transfecté, l' inducteur était ajouté au milieu de culture à une 
concentration finale de 100 nM. Les cellules étaient fixées au paraformaldéhyde 4% (p/v) 24 
heures post-induction. Par la suite, les cellules étaient marquées avec 100 Jll par puits 
d'anticorps de lapin polyclona1 anti-VSV dilué 1/500 dans du PBS: 1% NCS (v/v), puis avec 
un anticorps anti-lapin couplé à laPE dilué également dans du PBS : 1% NCS (v/v) selon les 
normes du fabricant (Cedarlane). Les cellules étaient ensuite observées en microscopie 
confocale afin de détecter celles marquées par laPE. 
Les vecteurs pL6N2-RHS3HIZF2-PL-EGFP et pL6NrRHS3HIZF2-PL-MTP6 ont été 
co-transfectés sur les cellules HeLa et L-929 afin de s'assurer que les deux vecteurs 
présentaient une efficacité de transfection similaire. Les conditions énumérées en 2.5 .1 et 
2.5.2 ont été utilisées pour la transfection de chacun des vecteurs respectivement. Les cellules 
étaient ensuite observées en microscopie confocale afin de détecter celles exprimant EGFP et 
celles marquées par laPE simultanément. 
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2.5.4 Transfection transitoire du vecteur pL6NrRHS3H/ZF2-PL-MTP6 et évaluation du 
contenu en ADN 
Les cellules HeLa et L-929 étaient ensemencées la veille de la transfection dans des 
plaques de 4 puits (Nunc) à raison de 1,4 x 105 cellules par puits. La transfection a été 
réalisée selon les directives du fabricant (Qiagen) avec un ratio de 3, 4 et 5 j..lg d'ADN: 3 Ill 
de Lipofectamine 2000 pour chacune des lignées cellulaires. Après 6 heures d'exposition à 
l'ADN transfecté, l'inducteur était ajouté au milieu de culture à une concentration finale de 
100 nM. Les cellules étaient trypsinées et récoltées 48 heures post-induction, lavées au PBS 
et fixées au paraformaldéhyde 4% (p/v). Après deux lavages au PBS, les cellules fixées 
étaient resuspendues dans une solution de marquage composée de PBS additionné de 20 
j..lg/ml d' iodure de propidium (Sigma) et de 1 mg/ml d' ARNase. Les cellules étaient ensuite 
incubées durant 30 minutes à 3rC à l' abri de la lumière, puis analysées par cytométrie en 
flux avec un appareil Becton Dickinson . Les données obtenues ont été traitées par le logiciel 
WinMDI. 
2.6 Lignées cellulaires stables 
2.6.1 Établissement des lignées cellulaires stables 
L'ADN des vecteurs pL6Nr RHS3H/ZF2-PL-EGFP, pL6N2-RHS3H/ZF2-PL-MTP6 et 
pL6N2-RHS3H/ZF2-PL-MT1026 a été linéarisé à l' aide de l'enzyme de restriction Scai et 
précipité dans un environnement stérile avant de procéder à 1 ' électroporation. 
L'électroporation a été effectuée sur les lignées cellulaires HeLa, L-929, NIH 3T3 et NIH 
3T3 Ras avec chacun des vecteurs respectivement, et selon les directives établies par le 
fabricant (Bio-Rad) . Une journée post-électroporation, le milieu de culture des cellules a été 
changé pour un milieu de sélection additionné de G418 (lnvitrogen) active à une 
concentration finale de 600 j..lg/ml. Le milieu de sélection a été changé à tous les trois jours 
jusqu 'à 1 'obtention de clones bien établis. Les clones ont été repiqués en plaques de 24 puits 
(Sarstedt) dans un environnement stérile, puis en plaques de 6 puits (Sarstedt). Deux 
échantillons de cellules de chacun des clones d ' environ 106 cellules ont été congelés à -80°C. 
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2.6.2 Évaluation de la viabilité des lignées stables après induction de l'expression de la 
protéine M 
Les clones HeLa étaient ensemencés la veille à raison de 5 x 104 cellules par puits 
dans des plaques de 24 puits. Le lendemain matin, le milieu était changé pour ajouter un 
milieu additionné de l'inducteur à différentes concentrations, variant de 0 à 25 nM 
respectivement. Une échelle de concentrations différentes, variant de 0 à 500 nM, a été 
utilisée pour un clone qui semblait particulier. Un dénombrement des cellules bleues et 
blanches par exclusion au bleu de Trypan était réalisé directement dans Je puits à 48 heures 
post-induction pour chacune des concentrations d ' inducteur utilisées. Pour ce faire, une 
photographie numérique de trois champs visuels de chacun des puits était effectuée en 
microscopie optique à un grossissement de 1 OOx. 
Les clones NIH 3T3 étaient ensemencés la veille à raison de 5 x 104 cellules par puits 
dans des plaques de 24 puits. Le lendemain matin, le milieu était changé pour ajouter un 
milieu additionné de l'inducteur à différentes concentrations, variant de 0 à 500 nM 
respectivement. Un dénombrement des cellules bleues et blanches par exclusion au bleu de 
Trypan était réalisé à 4 heures et 12 heures post-induction pour chacune des concentrations 
d ' inducteur utilisées. Pour ce faire, une photographie numérique de chacun des puits était 
effectuée en microscopie optique à un grossissement de 1 OOx. 
Les clones NIH 3T3 Ras étaient ensemencés la veille à raison de 5 x 104 cellules par 
puits dans des plaques de 24 puits. Le lendemain matin, le milieu était changé pour ajouter un 
milieu additionné de l'inducteur à différentes concentrations, variant de 0 à 500 nM 
respectivement. Le surnageant et les cellules étaient récupérées à 4 heures et 12 heures post-
induction, centrifugées et lavées avec du PBS. Par la suite, les cellules étaient resuspendues 
dans du PBS additionné de 20 flg/ml d 'iodure de propidium. Les cellules étaient ensuite 
incubées durant 30 minutes à 37°C dans l'obscurité et analysées par cytométrie en flux avec 
un appareil Becton Dickinson. 
40 
2.7 Analyse de l' expression inductible 
2.7.1 Détection de la protéine M par Immunobuvardage 
Les clones NIH 3T3 et NIH 3T3 Ras étaient ensemencés la veille à raison de 1,5 x 
106 cellules dans un plat de pétri de 6 cm (Sarstedt). Le lendemain matin, le milieu était 
changé pour ajouter un milieu additionné de l'inducteur à une concentration finale de lOO 
nM. Le surnageant et les cellules étaient récupérées 24 heures post-induction. Une fois lavées 
avec du PBS, les cellules étaient resuspendues dans du tampon de lyse et les protéines étaient 
extraites, puis dosées. Une quantité fixe de 20 11g de protéines de chacun des clones a été 
déposée sur gel de polyacrylamide 12%, puis séparée par migration à 150 Volts. Les 
protéines du gel ont ensuite été transférées sur une membrane de PVDF (Mi llipore), et cette 
dernière a été déposée dans une solution de blocage composée de lait en poudre 5%, puis 
lavées avec une solution de PBS/Tween 0,05%. Les membranes ont par la suite été exposées 
à un anticorps de souris monoclonal dilué 1120 000 dans la solution de blocage et dirigé 
contre la protéine M du VSV ou un anticorps de lapin polyclonal dilué 1/10 000 dirigé contre 
toutes les protéines du VSV. Finalement, la réaction a été révélée par un second anticorps 
anti-IgG conjugué à la peroxydase, dilué 1/5000 et dirigé contre le premier (Amersham). Les 
membranes ont finalement été exposées sur film. 
2.7.2 Détection de l' ARNm du gène M par RT-PCR 
Les clones NIH 3T3 et NIH 3T3 Ras étaient ensemencés la veille à raison de 1,5 x 
106 cellules dans un plat de pétri de 6 cm. Le lendemain matin, le milieu était changé pour 
ajouter un milieu additionné de 1' inducteur à une concentration finale de 100 nM. Le 
surnageant et les cellules étaient récupérées 24 heures post-induction. Une fois lavées avec du 
PBS, les cellules ont été resuspendues dans un tampon de lyse et 1 'extraction des ARN totaux 
du lysat cellulaire a été effectuée selon les normes du fabricant (Omega Bio-Tek). Une fois 
les ARN obtenus, leur quantité a été évaluée par spectrophotométrie à la longueur d'onde de 
260 nm. Par la suite, 1 11g d'ARN de chacun des clones a été utilisé afin de réaliser la 
transcription inverse de 1 'ARNm du gène M de VSV. Pour ce faire, une amorce (Tableau III) 
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spécifique au gène M a été utilisée, de manière à limiter la reverse transcription à cet ARN 
messager. La transcription inverse a été réalisée à 37°C durant une heure avec la reverse 
transcriptase MML V selon les directives du fabricant (Invitrogen). L'amplification par PCR 
de 1 'ADN complémentaire de 1' ARN111 du gène M de VSV a aussi été réalisée à 1 'aide 
d ' amorces (Tableau III) spécifiques, permettant de n'amplifier que le gène M. La réaction de 
PCR a été effectuée avec une Taq polymérase recombinante (Invitrogen) selon les 
recommandations du fabricant Les produits de PCR ont ensuite été séparés par migration sur 
gel d'agarose 1%. 
Tableau III- Séquences des amorces utilisées pour la réaction de RT-PCR 








a Tirées des séquences publiées par: Rose et Gallione (1981), confirmées pour les variants TP6 et 
T1026 par Beausoleil (1994). 
2 .8 Production des virus/vecteurs pLilil__::Rtt S3 HIZF2-PL-EGFP, pL6lli::RHS3 HIZF2-PL-
MTP6 et pL6lli_::fuJS3HJZF2-PL-MT1026 
L'électroporation des vecteurs pL6N2-RHS3HIZF2-PL-EGFP, pL6N2-RHS3HIZF2-PL-
MTP6 et pL6N2-RHS3HIZF2-PL-MT1026 a été réalisée sur 106 cellules de la lignée 
d'encapsidation Phœnix écotropique, selon les directives établies par le fabricant (Bio-Rad). 
Les cellules ont par la suite été remises en culture dans des pétris de 6 cm. Le surnageant 
viral a été récupéré à 48 heures post-électroporation, purifié sur filtre de 0,45 ~rn (Millipore) 
et congelé à -80°C. Une fraction du surnageant viral , soit 1 ml , a été immédiatement utilisée 
afin de procéder à une infection de cellules NIH 3T3 dans le but de titrer les particules virales 
infectieuses. 
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2.9 Titration des particules rétrovirales infectieuses des virus/vecteurs pL6lli:RHS3H/ZF2-
PL-EGFP, pL6lli:.RHS3 H/ZF2-PL-MTP6 et pLdh_:.R!::!.S3 H/ZF2-PL- MTl 026 
Les cellules NIH 3T3 étaient ensemencées la veille à raison de 5 x 105 cellules par 
pétri de 6 cm. Le lendemain, le milieu de culture était retiré et 1 ml de surnageant viral , 
additionné de 8 ).lg/ml de polybrène, de chacun des virus/vecteurs était respectivement ajouté 
aux pétris de cellules NIH 3T3 . Une journée post-infection, le mi lieu de culture des cellules 
infectées était changé pour un milieu de sélection additionné de G418 (Invitrogen) active à 
une concentration finale de 600 ).lglml. Le milieu de sélection a été changé à intervalles de 
trois jours, dans le but d'obtenir des clones résistants correspondant à des foyers d'infection. 
CHAPITRE III 
RÉSULTATS 
Une des hypothèses de départ était que la protéine M du VSV a la capacité de 
provoquer l'apoptose des cellules au sein desquelles elle est exprimée. Ainsi, introduire le 
gène pro-apoptotique M du VSV dans différents types cellulaires et permettre l'expression de 
celui-ci via un promoteur inductible devrait permettre d'atteindre ce but. Trois méthodes 
différentes ont été utilisées afin de réaliser cet objectif: d'abord la transfection transitoire du 
gène M permettant 1 'expression inductible de la protéine chez une partie de la population 
cellulaire transfectée, ensuite la création de lignées cellulaires stables exprimant également de 
manière inductible la protéine Met finalement l'utilisation d'un vecteur rétroviral permettant 
l'infection d ' une grande proportion de cellules et l'expression inductible de la protéine M. 
Par conséquent, le gène M du VSV a été introduit dans le vecteur d 'expression pL6N2-
RHS3H/ZF2-PL, qui contient un système d 'expression inductible composé de deux facteurs 
de transcription formant un hétérodimère en présence de l'inducteur, ce qui permet 
1 'activation de la transcription du gène M à partir du promoteur inductible de 1 'IL-2. 
Différentes lignées cellulaires ont été utilisées, dont HeLa (cellule épithéliale humaine) et L-
929 (cellule fibroblastique murine) chez qui l'induction de l'apoptose par la protéine M de 
VSV a été démontrée, et NIH 3T3 (cellule fibroblastique murine) une lignée semblable à L-
929 dont une version transformée (NIH 3T3 Ras ) était également disponible. 
3.1 Évaluation de la fonctionnalité du système d ' expression inductible 
Les premières variables qui ont été étudiées lors du projet étaient la fonctionnalité du 
système d 'expression inductible et la réponse de celui-ci à différentes concentrations de 
l' inducteur AP21967 (un analogue de la rapamycine) et l' efficacité de transfection du vecteur 
sur les diverses lignées cellulaires utilisées. Ainsi, le vecteur pL6Nr RHS3H/ZF2-PL-EGFP a 
été transfecté à l'aide de la Lipofectamine 2000 (Qiagen) dans les lignées cellulaires NIH 
3T3, HeLa et L-929, puis induit avec des doses variables d'inducteur. L'expression du gène 
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EGFP a été évaluée à 48 post-induction par détection de fluorescence verte en microscopie 
confocale (Figure 3). Il a été déterminé que la dose nécessaire d'inducteur pour permettre la 
détection de EGFP était de 100 nM. En ce qui a trait à 1 'efficacité de transfection, les cellules 
NIH 3T3 ont montré l' efficacité la plus faible par rapport aux lignées HeLa et L-929. Aucune 
fluorescence n' a été détectée en absence d'inducteur (non présenté). Dans l'ensemble, 
l'efficacité de transfection du vecteur s'est avérée faible, environ 5 à 10% des cellules 
exprimant le transgène selon la lignée cellulaire. Bien que les recommandations du fabricant 
aient été suivies et qu'une optimisation des paramètres expérimentaux ait été réalisée, il n'a 
pas été possible d'obtenir une efficacité de transfection supérieure. Cette faible efficacité 
pourrait en partie être expliquée par la taille du vecteur pL6N 2-RHS3HIZF2-PL-EGFP, soit 
plus de 10 kpb. 
3.2 Transfection du vecteur pL6lli_:.&!_S3HIZF2-PL-MTP6 et immunofluorescence indirecte 
Le vecteur pL6N2-RHS3HIZF2-PL-MTP6 a été transfecté sur les lignées cellulaires 
HeLa et L-929, compte tenu de l'efficacité de transfection obtenue avec pL6NrRHS3HIZF2-
PL-EGFP. L'expression de la protéine MTP6 a été induite avec une concentration 
d ' inducteur de 100 nM, et la protéine a pu être détectée par microscopie confocale à 48 
heures post-induction, après un marquage à la PE en immunofluorescence indirecte utilisant 
un anticorps an ti-VSV (Figure 4 ). Les résultats obtenus ont montré, une faible efficacité de 
transfection des cellules, permettant néanmoins la détection de MTP6 chez les cellules 
transfectées marquées à laPE. Les cellules marquées, ayant exprimé la protéine M de VSV, 
montrent une morphologie différente des cellules non transfectées, ce qui est une 
caractéristique typique des effets cellulaires engendrés par 1 'expression de la protéine M 
(Blondel et al., 1990). Aucune fluorescence n'a été détectée en absence d'inducteur (non 
présenté). 
3.3 Co-transfection de pL6lli_:.RHS3HIZF2-PL-EGFP et pL~;&S3 HIZF2-PL-MTP6 
Les vecteurs pL6N2-RHS3HIZF2-PL-EGFP et pL6N2-RI-IS3HIZF2-PL-MTP6 ont 
ensuite été co-transfectés afin de s'assurer que les deux vecteurs avaient une efficacité de 

















































































































































































































































































































































































































transfection est comparable d'un vecteur à l'autre, car ceux-ci ont été détectés simultanément 
chez la plupart des cellules observées ayant été transfectées (Figure 5). La morphologie des 
cellules transfectées par le vecteur pL6N2-RHS3H/ZF2-PL-MTP6 présentait une fois de plus 
des caractéristiques particulières, attribuables à l'expression de la protéine M du VSV. 
3.4 Transfection du vecteur pL6!:-Ji:RJ;S3H/ZF2-PL-MTP6 et évaluation du contenu en ADN 
Bien que l'efficacité de transfection du vecteur pL6N 2-RHS3H/ZF2-PL-MTP6 soit 
faible, variant de 5 à 10% environ, une évaluation du contenu en ADN des cellules 
transfectées a été réalisée. L'évaluation du contenu en ADN a été effectuée à 48 heures post-
induction par coloration au PI de cellules fixées, une méthode permettant de quantifier la 
répartition des cellules dans le cycle cellulaire et la proportion des cellules en apoptose. 
D'abord, la toxicité de l' agent de transfection a été évaluée, de manière à s'assurer que celui-
ci ne pouvait altérer la viabilité des cellules transfectées (Figure 6a). Les résultats obtenus ont 
montré que la quantité de Lipofectamine 2000 utilisée n'altérait pas la viabilité cellulaire, la 
majorité des cellules ayant un contenu en ADN correspondant aux phases Go-G" S ou G2 du 
cycle cellulaire. Les cellules HeLa et L-929 ont été transfectées avec diverses quantités de 
vecteur, 3 à 5 !J.g, et 1 'expression de la protéine MTP6 a été induite avec 100 nM de 
AP21967. Les résultats obtenus (Figure 6b) ont montré que le profil en ADN des cell ules 
HeLa ne semblait pas affecté par 1 'expression de la protéine M, peu importe la quantité de 
vecteur transfectée. Cependant, pour ce qui est de la lignée L-929, le tracé 3 !J.g de 
vecteur/Inducteur + (noir), semble indiquer une faible sous-population cellulaire ayant un 
contenu en ADN sub-G0-G1 (flèche), ce qui pourrait représenter des cellules en apoptose. La 
faible efficacité de transfection du vecteur pL6N2-RHS3H/ZF2-PL-MTP6 ne permet toutefois 
pas de démontrer clairement une sous-population cellulaire montrant des signes d 'apoptose 
ayant été provoqués par l' expression de la protéine M. 
3.5 Établissement de lignées cellulaires stables 
Afin d'obtenir une population cellulaire homogène exprimant la protéine M du VSV 
















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































cellules seulement exprime la protéine, des lignées cellulaires stables ont été créées par 
électroporation. Ainsi, les lignées HeLa, NIH 3T3 et NIH 3T3 Ras ont été électroporées avec 
les vecteurs pL6N2-RHS3H/ZF2-PL-MTP6 ou pL6NrRHS3H/ZF2-PL-MTl 026 selon le cas. 
Une vingtaine de clones par lignée cellulaire et par vecteur ont été sélectionnés pour une 
étude plus approfondie. 
3.5.1 Évaluation de la viabilité des clones stables de la lignée cellulaire HeLa 
La viabilité des clones de la lignée cellulaire HeLa lors de l'expression de la protéine 
M a été évaluée par comptes cellulaires et exclusion au bleu de Trypan . L ' hypothèse au 
départ était que l'apoptose, induite par l'expression de la protéine M, devrait se traduire par 
une diminution de la viabilité des cellules étudiées. Ainsi , la lignée cellulaire HeLa a été 
électroporée avec le vecteur pL6N2-RHS3H/ZF2-PL-MTP6 et des clones stables de cette 
lignée ont été utilisés afin de réaliser les essais de viabilité. L'expression de la protéine M a 
été induite à partir de différentes concentrations d'inducteur variant de 0 à 25 nM pour la 
majorité des clones, et de 0 à 500 nM pour un clone en particulier, qui présentait des 
caractéristiques de croissance différentes. La viabilité des clones a été évaluée à 48 heures 
post-induction (Figure 7). Les résultats ont été présentés de manière à traduire la baisse de 
viabilité en pourcentage de mortalité. 
Ainsi, les résultats obtenus montrent une variation d ' un clone à l' autre, notamment dans la 
mortalité en fonction de la concentration d'inducteur utilisée. De plus, il est possible de 
constater un taux basal de mortalité chez tous les clones, ce même en absence d'inducteur 
alors que la protéine M ne devrait pas être exprimée. Ce .résultat peut cependant être expliqué 
en partie par le fait qu'il existe toujours une faible fraction de la population cellulaire qui est 
en apoptose, comme en témoigne le témoin négatif (HeLa C-) composé de cellules HeLa non 
électroporées. Les clones HeLa MTP6 C26 et HeLa MTP6 C27 semblent répondre à 
l' inducteur de manière peu efficace et l'on peut constater une variation dans la mortalité 
d ' une concentration d'inducteur à une autre, indiquant que ces clones ne semblent pas 
montrer une perte de viabilité dose-dépendante. Le clone HeLa MTP6 C 19 apparaît présenter 

























































































































































































































































































































































































































































































































































ce clone est celui présentant la mortalité la plus élevée, avec 22%, pour une concentration 
d'inducteur de 25 nM. Cette mortalité ne peut être attribuable à la présence de l' inducteur 
seul si 1 'on compare au témoin HeLa C-. Elle demeure néanmoins faible pour un clone stable 
où toutes les cellules devraient exprimer le gène M. Le clone HeLa MTP6 C 18, à cause de 
ses caractéristiques morphologiques particulières intéressantes, a été exposé à des 
concentrations en inducteur plus élevées, al lant jusqu 'à 500 nM. Malheureusement, aussi à 
cause de ces caractéristiques, le clone n'a pu être maintenu et l' expérience n'a été effectuée 
qu ' une fois . D'abord, les résultats montrent que la mortalité est plus élevée chez ce clone 
comparativement aux autres clones HeLa, même à de faibles concentrations d'inducteur. 
Ensuite, la mortalité de ce clone semble davantage dose-dépendante que le clone HeLa MTP6 
C 19, puisque la mortalité augmente en fonction de la concentration d'inducteur utilisée. 
Effectivement, le clone HeLa MTP6 C 19 affiche une mortalité de 8 et 11% respectivement 
pour les concentrations d'inducteur 5 et 10 nM, alors que le clone HeLa MTP6 C18 affiche 
24 et 46% pour ces mêmes concentrations. La mortalité du clone atteint jusqu 'à 72% à une 
concentration de 500 nM d' inducteur. Une fois de plus, cette mortalité ne peut être 
attribuable à un effet quelconque de l'inducteur si l'on compare avec le témoin HeLa C-. 
Pour ce qui est de l'échantillon HeLa MTP6 Pop, soit la population de clones maintenue en 
culture, la mortalité varie beaucoup d ' une concentration d'inducteur à une autre, ce qui 
représente bien la situation générale, considérant que les clones 17, 18, 19, 26 et 27 s' y 
retrouvent. Les résultats obtenus avec les clones 18 et 19, dans une moindre mesure pour ce 
dernier, suggèrent que la protéine M est exprimée de manière relativement dose-dépendante 
et que son expression mène à une augmentation de la mortalité des cellules chez qui cette 
protéine pro-apoptotique est exprimée. 
3.5.2 Évaluation de la viabilité des clones stables des lignées NIH 3T3 et NIH 3T3 Ras 
Afin de vérifier si l' effet cytotoxique de la protéine M se répète chez d 'autres lignées 
cellulaires, deux autres lignées ont été utilisées afin d 'évaluer leur viabilité après induction de 
l' expression de M, en l'occurrence les lignées NIH 3T3 et NIH 3T3 Ras. Les lignées NIH 
3T3 sont des lignées fibroblastiques murines et la lignée NIH 3T3 Ras possède une mutation 
au niveau de l'oncogène Ras, faisant de celle-ci une lignée transformée lui conférant un 
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phénotype différent de la lignée NIH 3T3 originale. Un des objectifs de départ était d ' utili ser 
la protéine M afin de provoquer 1 'apoptose chez des cellules transformées pouvant 
éventuellement mener au cancer. La comparaison de la viabilité après induction de 
l'expression de M chez ces deux lignées devrait permettre d'éclaircir la possibilité d'atteindre 
un tel objectif. Cette fois, en plus d'utiliser la protéine MTP6, la protéine MT! 026 a 
également été utilisée. Selon notre hypothèse, la protéine MT! 026 devrait aussi provoquer 
l 'apoptose après induction de l'expression, mais dans un intervalle de temps plus élevé que la 
protéine MTP6. Ainsi, les vecteurs pL6N2-RHS3HIZF2-PL-MTP6 et pL6NrRHS3HIZF2-PL-
MT1026 ont été respectivement électroporés dans les lignées cellulaires NIH 3T3 et NIH 3T3 
Ras. Des clones stables de ces lignées ont été utilisés afin de réaliser les essais de viabilité. 
L'expression de la protéine Ma été induite à partir de différentes concentrations d'i nducteur 
variant de 0 à 500 nM. La viabilité des clones a été évaluée à 4 heures et 12 heures post-
induction par comptes cellulaires et exclusion au bleu de Trypan ou coloration au PI et 
cytométrie en flux. L'évaluation de la viabilité des clones NIH 3T3 et NIH 3T3 Ras a été 
réalisée plus tôt post-induction que chez les clones HeLa, en raison de la perte d'adhérence 
précoce des clones NIH 3T3. L'aspect morphologique des clones NlH 3T3 dans le temps a 
également été évalué par microscopie optique. 
Ainsi, pour les clones NlH 3T3 MTP6 C4 et NIH 3T3 MTP6 C6 il est possible de 
constater une nette diminution dans la viabilité des cellules entre 4 et 12 heures post-
induction de l 'expression de M (Figures 8a, 8b, 9a et 9b). De plus, pour le clone NIH 3T3 
MTP6 C4 à 12 heures post-induction, un nombre important de cellules ont perdu leur 
adhérence au plat de pétri et les cellules présentent une morphologie très différente des 
cellules à 4 heures. Cette perte d'adhérence et ces changements morphologiques pourraient 
être attribués à 1 'expression de la protéine M, car le témoin négatif ne présente pas de tels 
changements, malgré une exposition à une concentration d'inducteur de 500 nM. 
L'expression de la protéine M semble plus ou moins dose-dépendante chez ces clones, car les 
différentes concentrations d ' inducteur utilisées ont mené aux mêmes résultats, soit une baisse 
de la viabilité dans le temps durant l'expression de M. En ce qui concerne le clone NIH 3T3 
MT! 026 C4 (Figures 1 Oa et 1 Ob), déjà à 4 heures post-induction certaines cellules montrent 






































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































cellules sont presque toutes décollées ou non viables. Une foi s de plus cependant, l'effet ne 
semble pas dose-dépendant et il apparaît que malgré l'absence d ' inducteur, il y a présence de 
mortalité à 12 heures post-induction, ce qui pourrait être expliqué par une expression basale 
de la protéine M en absence d'inducteur. Pour ce qui est du clone NIH 3T3 MT1026 C6 
(Figures lla et 11 b), à 4 heures post-induction, il y a déjà la présence de cellules non viables, 
mais celles-ci sont beaucoup plus nombreuses à 12 heures post-induction . Comparativement 
aux autres clones, à 12 heures post-induction, malgré la non viabilité, les cellules ne se sont 
pas décollées de la surface de culture, mais des changements morphologiques majeurs, 
pouvant être attribués à 1 ' expression de M, sont apparents. De plus, contrairement aux autres 
clones, le clone NIH 3T3 MT1026 C6 semble montrer une expression de la protéine M dose-
dépendante, car il est possible de remarquer une diminution de la viabilité des cellules en 
fonction de l' augmentation de la concentration d'inducteur. Cette diminution de viabilité 
n'est pas causée par un effet délétère de l' inducteur, puisque les cellules témoin montrent une 
excellente viabilité à 12 heures post-induction malgré la présence d ' une concentration 
d'inducteur de 500 nM. Pour le clone NIH 3T3 Ras MT1026 C6 (Figures 12a et 12b), seules 
les concentrations d ' inducteur 50 , 100 et 500 nM montrent une diminution de la viabilité à 4 
heures post-induction. Le phénomène se poursuit à 12 heures post-induction avec une 
diminution de la viabilité plus marquée pour les mêmes concentrations, et une diminution de 
1 'adhérence des cellules sans changements morphologiques de celles-ci toutefois. Ce clone 
semble exprimer la protéine M seulement à de fortes concentrations d ' inducteur, et ne semble 
pas montrer d ' expression basale à faible concentration d ' inducteur. 
Les résultats de viabilité pour les clones stables NIH 3T3 ont été représentés sous forme 
graphique en terme de pourcentage de mortalité cellulaire afin de pouvoir comparer les 
différents clones entre eux (Figure 13). Les résultats obtenus montrent qu ' il y a une 
différence considérable entre la mortalité observée à 4 heures post-induction et celle obtenue 
à 12 heures post-induction de l' expression de M, et ce phénomène est présent chez tous les 
clones. À 4 heures post-induction, un seul des clones montre un pourcentage de mortalité 
supérieur à 25%. À 12 heures post-induction, les clones NIH 3T3 MTP6 C4, NIH 3T3 MTP6 
C6 et NIH 3T3 MT1026 C6 semblent montrer une expression plutôt dose-dépendante de la 




































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































MTI 026 C4 atteint jusqu'à 100% de mortalité à 12 heures post-induction, et ce pour toutes 
les concentrations d ' inducteur. En comparant les clones NIH 3T3 au témoin (C-), la mortalité 
des cellules ne peut être attribuée à l' inducteur, puisque le témoin a été exposé dans les 
mêmes conditions à la concentration d ' inducteur la plus élevée, soit 500 nM. La mortalité 
semble donc attribuable à l'expression de la protéine M, qui a provoqué l'apoptose chez les 
cellules. 
La viabilité des clones NIH 3T3 Ras a été évaluée à 4 heures et 12 heures post-
induction. Afin d'optimiser les manipulations et de minimiser les biais d'interprétations, la 
viabilité des clones NIH 3T3 Ras a été évaluée par coloration au PI et cytométrie en flux. 
L'expression de la protéine Ma été induite avec des concentrations d' inducteur variant de 0 à 
500 nM, tout comme les clones NIH 3T3 . Les résultats de viabilité ont été représentés sous 
forme graphique en terme de pourcentage de mortalité cellulaire afin de pouvoir comparer les 
clones entre eux (Figure 14). Les résultats montrent qu'il y a une différence entre la mortalité 
à 4 heures et à 12 heures, mais cette différence est nettement moins élevée que celle observée 
chez les clones NIH 3T3. Néanmoins, pour les clones NIH 3T3 Ras MT1026 C2 et NIH 3T3 
Ras MT1026 C3 , il y a une différence évidente, la mortalité augmente en fonction de la durée 
d'exposition à l' inducteur. En observant les résultats à 12 heures post-induction, il apparaît 
que les clones NIH 3T3 Ras MTl 026 C2 et NIH 3T3 Ras MTl 026 C3 montrent une plus 
forte mortalité et exprimeraient le mieux la protéine M par rapport à la concentration 
d ' inducteur utilisée. Le clone NIH 3T3 Ras MTP6 Cl montre également une bonne réponse à 
1 ' inducteur, mais 1 ' expression basale de M semble légèrement plus élevée et la réponse à 
l'inducteur à 4 heures post-induction semble irrégulière. Le clone NIH 3T3 Ras MTP6 C4 est 
celui qui semble le moins répondre à 1 ' inducteur, montrant des résultats très similaires entre 4 
heures et 12 heures post-induction. Comme la mortalité des clones NIH 3T3 Ras augmente 
entre 4 et 12 heures post-induction, la viabilité à 24 heures post-induction a été vérifiée chez 
deux de ces clones, afin de s' assurer qu'il n'y ait pas de décalage temporel dans l' observation 
des effets cytopathiques, sans toutefois constater de mortalité plus importante (Résultats non 
présentés). Bien que les clones NIH 3T3 Ras montrent une réponse à l'induction de la 
protéine M différente des clones NIH 3T3, il reste que la mortalité observée chez ceux-ci 











































































































































































































































































































































































































































































3T3, car le témoin négatif ne montre qu'une très faible mortalité malgré une exposition aux 
mêmes concentrations d ' inducteur que les clones. 
3.6 Détection de M par immunobuvardage chez les clones stables NIH 3T3 et NIH 3T3 Ras 
Afin de confirmer que la diminution de la viabilité des clones est bien provoquée par 
la protéine M du VSV, un immunobuvardage des protéines MTP6 et MTl 026 a été réalisé 
sur des clones NIH 3T3 et NIH 3T3 Ras à 24 heures après avoir induit l'expression de la 
protéine M avec une concentration d ' inducteur de 100 nM. Les résultats obtenus ne 
permettent pas de confirmer la présence de la protéine MTP6 ou MTl 026 dans les 
échantillons protéiques des clones, même après une surexposition des films (Figure 15). La 
comparaison avec les témoins positifs C+MTP6 et C+MT1026 a été obtenue à partir 
d'infections réalisées avec le VSV entier et exposés plus brièvement (Résultats non 
présentés). Cependant, ce résultat n ' exclut pas la possibilité que la protéine M soit 
responsable des effets cytopathiques observés chez les clones, car la quantité de M requise 
afin d'observer ces effets reste à ce jour méconnue. Ainsi, il est possible que la quantité de M 
requise afin de provoquer des effets cytopathiques ne soit pas perceptible par cette méthode. 
De plus, la majorité des clones testés sont des clones NIH 3T3 Ras et il a été montré (Figure 
14) que la mortalité est plus faible chez ceux-ci que chez les clones NIH 3T3. Ces facteurs 
réunis font probablement en sorte que la protéine M ne peut pas être détectée par 
immunobuvardage. 
3.7 Détection de l' ARNm de M par RT-PCR chez les clones stables NIH 3T3 et NIH 3T3 Ras 
Étant donné que la protéine M n'a pas été détectée par immunobuvardage, une 
détection par RT-PCR de l' ARNn du gène Ma été effectuée sur ces mêmes clones NIH 3T3 
et NIH 3T3 Ras, dans le but de vérifier si l'ARNm du gène était transcrit (Figure 16). Les 
résultats obtenus montrent la détection d' une bande pouvant coïncider à 1' ARNm du gène M 
chez un seul des clones utilisés, soit NIH 3T3 Ras MTP6 C2. La taille de ce produit de P R 
correspond exactement à la taille du gène M, obtenu à partir d ' un extrait d' ARN de cellules 




























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































NIH 3T3 Ras C-
NIH 3T3 Ras MT1026 C4 Ind-
NIH 3T3 Ras MT 1026 C4 Ind + 
NIH 3T3 Ras MT 1026 C6 Ind-
NIH 3T3 Ras MT1026 C6 Ind + 
C + MT1026 
Marqueur Ladder 100 pb 
NIH 3T3 Ras MT 1026 CS Ind-
NIH 3T3 Ras MT 1026 CS Ind + 
NIH 3T3 Ras MT 1026 C2 Ind-
NIH 3T3 Ras MT 1026 C2 Ind + 
NIH 3T3 Ras C-
NIH 3T3 Ras C-
NIH 3T3 Ras MTP6 C2 Ind-
NIH 3T3 Ras MTP6 C2 Ind + 
NIH 3T3 MTP6 Cl Ind-
NIH 3T3 MTP6 Cl Ind + 
C + MT1026 
Marqueur Ladder 100 pb 
NIH 3T3 MT 1026 C4 Ind-
NIH 3T3 MT1026 C4 Ind + 
NIH 3T3 Ras C-
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s ' assurer que cet amplicon correspondait bien au gène M, celui-ci a été récupéré, puis 
séquencé. Les résultats obtenus montrent une identité de séquence correspondant à l' AR 
génomique de la protéine de la matrice du Virus de la stomatite vésiculaire, sérotype Indiana, 
virus ayant été utilisé afin d'obtenir le gène M. Ainsi , bien que la protéine M ne soit pas 
détectable par immunobuvardage, il semble qu ' il est possible de détecter le transcrit d' ARNm 
par RT-PCR, du moins chez le clone NIH 3T3 Ras MTP6 C2. La raison de l'absence de 
détection d'un ARNm dans les autres clones reste à déterminer, à savoir il se pourrait que ce 
soit une absence d ' induction ou une absence d'intégration du gène M. Un autre point 
intéressant ressort de la Figure 16, soit Je fait qu'il y ait présence d'un transcrit d ' ARNm du 
gène M chez Je clone NIH 3T3 Ras MTP6 C2, et ce malgré la présence ou l'absence de 
l' inducteur AP21967. Ce phénomène vient en quelque sorte confirmer qu ' il semble bien y 
avoir une expression constitutive de Men absence de 1 ' inducteur, comme il avait été envisagé 
lors de l'analyse des résultats des essais de viabilité. 
CHAPITRE IV 
DISCUSSION 
Un des principaux objectifs de ce travail était de vérifier si la protéine M du VSV 
peut être exprimée de manière inductible dans un vecteur de type viral, afin de reproduire les 
effets cytopathiques menant à 1 'apoptose observés lors d'une infection par le VSV entier. Un 
second objectif était de vérifier si ces effets cytopathiques, engendrés par l' expression de la 
protéine M, peuvent être utilisés afin de provoquer l'apoptose chez des cellules transformées 
au même titre ou davantage que chez des cellules saines. 
Les cellules qui ont été utilisées afin de mener les expériences sont les lignées HeLa 
et L-929 , chez lesquelles les effets du VSV ont été démontrés (Kopecky et al., 2001 ; 
Centrella et Lucas-Lenard, 1982), et les lignées NIH 3T3 et NIH 3T3 Ras, un type cellulaire 
murin analogue aux cellules L-929 utilisé lors des infections et nécessaire afin de comparer 
les effets sur des cellules saines et transformées. Ainsi, trois méthodes ont été utilisées afin de 
parvenir à atteindre les objectifs énumérés ci-haut. D'abord, la transfection transitoire du 
vecteur inductible contenant le gène M, ensuite 1 'établissement de li gnées cellul aires stable 
exprimant M sous contrôle inductible et finalement l'infection de cellules avec un vecteur 
rétroviral exprimant M, toujours sous le contrôle d'un promoteur inductible. 
Certains résultats obtenus confirment que la protéine M peut être exprimée sous le 
contrôle d'un promoteur inductible et éventuellement altérer la viabi lité cellulaire lorsque 
induite. Cependant, la détection efficace de la protéine M après induction reste un obstacle à 
surmonter. Il a été possible de détecter la protéine M en immunofluorescence indirecte lors de 
la transfection transitoire du vecteur pL6NrRHS3H/ZF2-PL-MTP6 (Figure 4), mais en raison 
de la faible efficacité de transfection, peu de cellules ont été marquées à laPE et détectées. 
Celles ayant été détectées montraient néanmoins des caractéristiques morphologiques 
correspondant à certains effets cytopathiques provoqués par l'expression de la protéine M 
dans un contexte d' infection, tel l' arrondissement cellulaire (Blondel et al. , 1990). Quelques 
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conclusions peuvent être tirées des résultats obtenus concernant la viabilité des cellules HeLa 
et L-929 à la suite des transfections effectuées et de l'induction de l'expression de la protéine 
M (Figure 6). Il semble qu 'une faible sous-population des cellules L-929 présente un contenu 
en ADN pouvant être associé à des cellules en apoptose, alors que les cellules HeLa ne 
montrent pas de signes apparents de présence d 'apoptose. Ces résultats peuvent être 
expliqués par raisonnement logique. Il a été démontré que l'efficacité de transfection du 
vecteur pL6N2-RHS3H/ZF2-PL est faible sur les types cellulaires HeLa et L-929, utilisés pour 
les tests de viabilité. Une efficacité d'environ 5 à 10 %seulement a été observée avec le 
vecteur pL6NrRHS3H/ZF2-PL-EGFP (Figure 3). En admettant que la transfection du vecteur 
pL6Nz-RHS3H/ZF2-PL-MTP6 a été réussie sur 5 à 10% des cellules et que l'expression de la 
protéine M a provoqué l 'apoptose chez les cellules transfectées, cela a permis aux cellules 
non transfectées de maintenir leur prolifération, ce qui a mené à une très faible sous-
population de cellules montrant un contenu en ADN partiellement fragmenté 48 heures post-
induction. La co-transfection des vecteurs pL6N2-RHS3HIZF2-PL-MTP6 et pL6N2-
RHS3HIZF2-PL-EGFP (Figure 5) appuie cette hypothèse, puisque les cellules transfectées 
exprimant à la fois EGFP, servant de gène rapporteur, et M montrent une morphologie 
arrondie à 48 heures post-induction, tout comme celles ayant été détectées en 
immunofluorescence. Il est reconnu que 1 'arrondissement cellulaire fait partie de la série des 
éléments menant à la mort cellulaire par apoptose (Burlacu, 2003) et les deux événements ont 
été reliés particulièrement lors de 1 'infection par le VSV (Kopecky et Lyles, 2003). Ceci 
implique que si des cellules sont arrondies à 48 heures post-induction, il est possible que 
certaines cellules exprimant M se soient décollées et que celles-ci n 'aient pas été prises en 
compte lors du test de viabilité. Ce raisonnement expliquerait les résultats de viabilité 
obtenus chez les lignées HeLa et L-929 à 48 heures post-induction. La transfection transitoire 
du vecteur pL6Nz-RHS3H/ZF2-PL-MTP6 a néanmoins permis de détecter l'expression de la 
protéine M par immunofluorescence indirecte, en plus d 'y associer des changements dans la 
morphologie des cellules transfectées, soit l'arrondissement cellulaire, un phénomène faisant 
partie du processus de l 'apoptose et une caractéristique de l'expression de la protéine M lors 
d ' une infection virale par le VSV (Kopecky et Lyles, 2003). Toutefois, la faible efficacité de 
transfection du vecteur pL6N2-RHS3H/ZF2-PL n'a pas permis de réaliser des essais de 
viabilité fiables sur les cellules transfectées, possiblement en raison de 1 'effet délétère de 
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l'expression de la protéine M, qui semble supprimer les cellules transfectées et favoriser la 
croissance des cellules non transfectées, ce qui engendre un résultat final biaisé par rapport à 
la réalité. La faible efficacité de transfection a représenté un problème important pour les 
essais de transfection transitoire, et ce malgré 1 'utilisation d'un ADN très pur et une 
optimisation des conditions de la transfection. 
La méthode d 'électroporation a été utilisée afin d ' introduire les vecteurs pL6N2-
RHS3H/ZF2-PL-MTP6 (M sauvage) et pL6N2-RHS3H/ZF2-PL-MT1026 (M mutante) 
respectivement dans les lignées cellulaires NIH 3T3 et NIH 3T3 Ras. La lignée HeLa a été 
électroporée avec le vecteur pL6NrRHS3H/ZF2-PL-MTP6 uniquement. Cette technique a 
permis d'obtenir une efficacité de transfert des vecteurs nettement supérieure à la transfection 
transitoire, ce qui a généré une quantité élevée de clones stables qui ont ensuite été isolés. En 
ce qui concerne les résultats de viabilité obtenus chez les lignées cellulaires stables, en plus 
des changements morphologiques et d ' une perte d 'adhérence marquée des cellules, une nette 
diminution de la viabilité a été constatée chez certains clones HeLa et NIH 3T3, alors que ces 
changements ont été observés dans une très moindre mesure chez les clones NIH 3T3 Ras. 
Ces effets cytopathiques ont été évalués à 48 heures post-induction de l'expression de la 
protéine M chez les clones HeLa et à 4 heures et 12 heures post-induction chez les clones 
NIH 3T3 et. NIH 3T3 Ras. Cette différence temporelle dans les essais de viabilité entre les 
clones HeLa, NIH 3T3 et NIH 3T3 Ras s ' est avérée nécessaire en raison d ' une perte 
d ' adhérence des clones NIH 3T3 tôt post-induction, qui compliquait les essais de coloration 
au Trypan. 
La protéine M ayant été détectée en immunofluorescence indirecte lors des essais de 
transfection transitoire, il a été pris pour acquis que celle-ci devrait être exprimée également 
chez les lignées cellulaires stables. Parmi les clones stables HeLa ayant été électroporés avec 
le vecteur pL6N2-RHS3H/ZF2-PL-MTP6, trois ont montré une augmentation de la mortalité 
en fonction de 1 'augmentation de la concentration en inducteur (Figure 7). Les deux autres 
clones ont montré une réponse à l' inducteur très variable d'une concentration à une autre. Il 
semble que tous les clones ne soient pas aussi sensibles à l' inducteur, ce qui est appuyé par le 
fournisseur du vecteur pL6N2-RHS3H/ZF2-PL (ARIAD Pharmaceuticals Inc. , 2002). Les 
75 
résultats de viabilité de la population de clones vont également en ce sens, puisqu ' ils 
montrent des valeurs variables entre les concentrations d ' inducteur utilisées, en plus d ' une 
tendance légèrement dose-dépendante. Sachant que l' expression de la protéine M provoque 
des effets cytopathiques menant à l'apoptose et que l'inducteur du système d'expression ne 
provoque aucun effet délétère sur les cellules, il est possible de faire un lien entre 
l'accroissement de la mortalité des clones et une augmentation de 1 'expression de la protéine 
M en fonction de la concentration d ' inducteur utilisée. En admettant cette hypothèse, les 
clones HeLa, chez qui une augmentation de mortalité en fonction de la concentration 
d'inducteur a été observée, seraient en fait des clones exprimant la protéine M de manière 
dose-dépendante. Cette expression mènerait ainsi à une mortalité dose-dépendante en 
fonction de 1 'expression de la protéine M, bien que la protéine n'ait pas été détectée 
clairement et que l ' ARNm ait été détecté chez un clone. Il est néanmoins possible d ' observer 
une mortalité basale d ' environ 10 à 15% chez tous les clones HeLa, ce qui est nettement plus 
élevé que chez le témoin contrôle. Bien que le système d ' expression inductible utilisé soit le 
plus silencieux des systèmes disponibles (Clackson, 2000 ; Senner et al. , 2001 ; Xu et al., 
2003) à ce jour, il est possible qu'une production basale de la protéine M soit à l' origine de 
cette mortalité en absence d'inducteur. 
Sachant que 1 ' infection par le VSV portant une mutation au niveau du 51 eme acide 
aminé (M51 R) de la protéine M (MT1 026) provoque l'apoptose plus lentement que son 
homologue sauvage (MTP6) chez certains types cellulaires lors d'une infection (Kopecky et 
Lyles, 2003), les deux formes de la protéine ont été utilisées afin de vérifier s ' il en était de 
même lorsque la protéine est exprimée en absence des autres protéines virales. Les clones 
stables dérivés des lignées cellulaires NIH 3T3 et N1H 3T3 Ras, ayant été respectivement 
électroporées avec les vecteurs pL6N2-RHS3H/ZF2-PL-MTP6 et pL6NrRHS3HIZF2-PL-
MT1026, ont été utilisés pour réaliser des tests de viabilité. Les essais de viabilité ont d ' abord 
été effectués à 24 heures et 48 heures post-induction de 1 'expression de la protéine M 
(Résultats non présentés). Toutefois , ces intervalles temporels ont été révisés à la baisse en 
raison d ' une forte perte d ' adhérence des cellules et de l'apparition de changements 
morphologiques majeurs tôt après l' induction. Ainsi, les études de viabilité ont plutôt été 
effectuées à 4 heures et 12 heures post-induction, ce qui a permis d'obtenir des données plus 
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représentatives. D'abord, des changements morphologiques importants sont survenus chez 
plusieurs des clones étudiés après l'induction de l'expression de la protéine M avec diverses 
concentrations d'inducteur, notamment à 12 heures post-induction (Figures 8 à 12). En ce qui 
concerne l'évaluation de la viabilité des clones stables de la lignée NIH 3T3, l'augmentation 
de mortalité entre 4 heures et 12 heures post-induction M est remarquable (Figure 13). À 12 
heures post-induction, presque tous les clones présentent plus de 75% de mortalité avec une 
concentration d'inducteur de 500 nM. Trois des quatre clones NIH 3T3 testés semblent 
présenter une mortalité relativement dépendante de la concentration d ' inducteur utilisée à 12 
heures post-induction. Ce phénomène n'est cependant pas observable à 4 heures post-
induction. Il est fort possible que 4-heures post-induction soit trop tôt pour voir un effet dose-
dépendant dans l'induction. Comme il a été constaté chez les clones HeLa, il y a également 
présence de mortalité chez les clones NIH 3T3 n'ayant pas été exposés à l' inducteur, et celle-
ci augmente dans le temps. Cette mortalité pourrait par conséquent être imputable à une 
expression basale de la protéine M ayant pour effet de provoquer 1 ' apoptose en absence 
d'inducteur. Contrairement à nos attentes, la mutation M51 R au niveau de la protéine 
MT1026 ne semble pas influencer la mortalité cellulaire, puisque les deux clones exprimant 
celle-ci montrent des résultats de mortalité équivalents aux clones exprimant la proté ine 
MTP6 ne portant pas de mutation. Concernant l' évaluation de la viabilité des clones NIH 3T3 
Ras, la différence entre 4 heures et 12 heures post-induction de l' expression de la protéine M 
(Figure 14) est nettement moins remarquable que celle ayant été observée chez les clones 
NIH 3T3. À 12 heures post-induction et avec une concentration d'inducteur maximale 
équivalente à celle utilisée avec les clones NIH 3T3, soit 500 nM, deux des quatre clones 
NIH 3T3 Ras seulement affichent une mortalité supérieure à 20% mais ne dépassant pas 
25%, alors que trois-quarts des clones NIH 3T3 affichaient une mortalité de plus de 75 % 
avec cette concentration d'inducteur. Trois des clones semblent afficher une augmentation de 
la mortalité en fonction de la concentration de l'inducteur à 12 heures post-induction. Encore 
une fois, il est possible de remarquer la présence de mortalité en absence d ' inducteur. La 
mutation M51R de la protéine MT1026 ne semble pas avoir d ' incidence sur la mortalité des 
clones NIH 3T3 Ras, tout comme il a été observé chez les clones NIH 3T3 . À nouveau, la 
mortalité des clones NIH 3T3 et NIH 3T3 Ras ne semble pas attribuable à la présence ou à un 
effet nocif de la concentration en inducteur, puisque les cellules témoins présentent une 
77 
mortalité de 3 à 5% seulement, malgré la présence de celui-ci à une concentration 
équivalente. Prenant en considération que la protéine M a été exprimée et détectée par 
immunofluorescence indirecte lors des transfections transitoires et qu 'elle devrait l'être aussi 
chez les clones stables, et sachant que celle-ci provoque des effets cytopathiques menant à la 
mort cellulaire par apoptose, un lien peut être établi entre la mortalité observée chez les 
clones NIH 3T3 et NIH 3T3 Ras et l'expression de la protéine M du VSV. Deux méthodes 
légèrement différentes ont été utilisées afin d 'évaluer la viabilité cellulaire, soit la coloration 
au bleu de Trypan et compte cellulaire visuel pour les clones NIH 3T3 et la coloration au PI 
et compte cellulaire par F ACS pour les clones NIH 3T3 Ras. L'obtention de résultats très 
divergents au niveau de la viabilité des clones NIH 3T3 et NIH 3T3 Ras (Figures 13 et 14), a 
soulevé la question à savoir si la méthode utilisée n 'était pas en partie responsable de ces 
résultats. Après une évaluation approfondie des résultats et une comparaison des deux 
méthodes de détection dans la littérature, les résultats de viabilité obtenus pour les clones 
NIH 3T3 et NIH 3T3 Ras ne peuvent pas être dus à la divergence des deux méthodes 
utilisées. D'abord, parce que ces deux méthodes reposent sur un principe qui est le même, 
c'est-à-dire une mesure de l ' activité des pompes des membranes cellulaires permettant 
d'évacuer une molécule colorante. La viabi lité des cellules peut ainsi être évaluée, puisque 
une cellule colorée correspond à une cellule dont les pompes cellulaires sont inefficaces, d' où 
la non viabilité. Il a été démontré que la coloration au bleu de Trypan sous-estime d ' environ 
20% la proportion de cellules non viables par comparaison à la coloration avec un agent 
fluorescent comme le PI, qui est nettement plus sensible et stable à la détection (Altman et 
al., 1993). La différence observée entre la mortalité des clones NIH 3T3 (évaluée au bleu de 
Trypan) et NIH 3T3 Ras (évaluée au PI) devrait en fait être plus élevée encore que ce qui a 
été obtenu. Quant à la différence temporelle ayant été constatée dans l' apparition des effets 
cytopathiques chez les clones HeLa par rapport aux clones NIH 3T3 et NIH 3T3 Ras, celle-ci 
pourrait être expliquée par le fait que les lignées cellulaires ne répondent pas toutes de la 
même façon à une infection au VSV (Kopecky et Lyles, 2003), et qu'il est ainsi plausible que 
les effets engendrés par l' expression de la protéine M se présentent différemment dans le 
temps en fonction de la lignée cellulaire utili sée. 
78 
Malgré 1 'observation de changements morphologiques et la diminution de la viabilité 
des cellules en fonction de l'expression de la protéine M chez plusieurs clones NlH 3T3 et 
NIH 3T3 Ras, il a été impossible de détecter la protéine M par immunobuvardage sur des 
extraits protéiques totaux, et ce nonobstant l' utilisation d'un anticorps polyclonal anti-YSV 
(dirigé contre toutes les protéines virales) et d ' un anticorps monoclonal anti-M (Figure 15). 
Pourtant, avec le même anticorps polyclonal anti-VSV, il a été possible de détecter M en 
immunofluorescence indirecte lors des transfections transitoires. Comme il a été mentionné 
plus tôt, la détection efficace de la protéine M reste un obstacle majeur à résoudre lors de 
l' utilisation de systèmes d'expression. Malgré la présence de changements morphologiques 
cellulaires, Blondel et al. (1990) sont restés dans l' incapacité de détecter la protéine M en 
immunofluorescence. Des problèmes de détection en immunobuvardage ont été rencontrés 
par d 'autres , ayant aussi utilisé des systèmes d 'expression de la protéine M (Black et al., 
1994 ; Hetzel , 1996 ; Despars, 2002). Partant du point de vue que M ne peut être détectée par 
immunobuvardage, une analyse des ARNm de M a également été effectuée. La détection de 
1 'ARNm du gène M a été possible chez un seul des clones cellulaires stables provenant de la 
lignée NIH 3T3 Ras. Ceci indique qu'un ARN.n est transcrit chez ce clone, mais que la 
protéine ne peut cependant pas être détectée par immunobuvardage. Ces problèmes peuvent 
en grande partie être expliqués par plusieurs facteurs qui sont inter-reliés. D'abord, il est bien 
connu que la protéine M a la capacité d'inhiber la transcription de gènes étant sous le 
contrôle de promoteurs viraux (Blondel etal. , 1990 ; Black et Lyles, 1992; Paik etal., 1995 ; 
Lyles et al., 1996), mais aussi sous le contrôle de promoteurs cellulaires (Lyles et al. , 1996 ; 
Ferran et Lucas-Lenard, 1997 ; Amhed et Lyles , 1998 ; Kopecky et Lyles, 2003). En effet, la 
protéine M inhibe la transcription amorcée par les ARN polymérases I, II et III, et ce m ~me 
en absence des autres protéines virales (Amhed et Lyles, 1998). Le promoteur inductible du 
système d'expression employé lors de cette étude est le promoteur cellulaire minimal de l' IL-
2. Une quantité infime de la protéine M, non détectable par immunobuvardage, pourrait donc 
être à l'origine d'une rétro-inhibition de la transcription de Melle-même. Cette hypothè e 
tient la route, sachant qu'il a été rapporté que la quantité nécessaire de protéine M pour 
inhiber la transcription des gènes cellulaires correspond à moins de 1% de la quantité de 
protéine M produite durant les six premières heures d' une infection par le VSV (Black el al., 
1994). Il est aussi connu que l'inhibition de la transcription par la protéine M est reliée à sa 
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capacité d'inhiber le transport nucléocytoplasmique (von Kobbe et al. , 2000) des ARN et des 
protéines via une interaction avec la nucléoporine Nup98 (Her et al., 1997 ; Gustin, 2003). La 
protéine M pourrait dès lors inhiber le transport de son propre ARNm produit à partir de 
systèmes d'expression utilisant la machinerie cellulaire de la cellule hôte comme dans le cas 
présent, ce qui n'est cependant pas le cas dans un contexte d'infection virale où les ARNm et 
les protéines virales sont synthétisés dans le cytoplasme. Ainsi, par cette boucle de rétro-
inhibition, une quantité minime de la protéine M serait produite, mais pourrait tout de même 
être à l' origine des changements morphologiques observés et de la diminution de la viabilité 
des clones HeLa, NIH 3T3 et NIH 3T3 Ras, sans pour autant que la protéine ne soit 
détectable. 
Il faut cependant préciser ici que les extraits protéiques et d ' ARN, utilisés lors des 
essais d'immunobuvardage et de RT-PCR, ne proviennent pas des clones utilisées pour 
effectuer les essais de viabilité, à l'exception du clone NIH 3T3 Ras MT1026 C2, et que 
ceux-ci sont des clones chez lesquels les essais de viabilité n'ont pas montré de relation entre 
la mortalité et la présence de 1 'inducteur. Lors des tests de viabilité, le clone NIH 3T3 Ras 
MT1026 C2 montrait une augmentation de la mortalité en fonction de l'accroissement de la 
concentration en inducteur, mais aussi une augmentation de la mortalité dans le temps. 
Toutefois, il a été impossible de détecter la protéine M, ni 1' ARNm chez ce clone. Les autres 
clones utilisés pour effectuer les tests de viabilité n'ont pas pu être maintenus en culture assez 
longtemps pour réaliser les expériences d'immunobuvardage et de RT-PCR. Il est possible de 
penser que la détection de la protéine ou de 1 ' ARN.n de M aurait pu être détecté chez certains 
des clones utilisées lors des essais de viabilité. 
La différence entre la mortalité des clones NIH 3T3 et NIH 3T3 Ras, pourrait être 
attribuable à la transformation de l'oncogène Ras de cette dernière lignée cellulaire. Il est 
reconnu que la protéine M du VSV, en présence et en absence des autres protéines virales, a 
la capacité d ' inhiber la transcription cellulaire et que cette activité a pour conséquence 
d ' induire 1 'apoptose via la voie mitochondriale par 1 'activation de la caspase 9 et de la 
caspase 3 (Kopecky et al., 2001 ; Kopecky et Lyles, 2003; Gaddy et Lyles, 2005). Il semble 
que la transformation de 1 'oncogène Ras puisse inhiber, en partie, les effets cytopathiques 
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engendrés par 1 'expression de la protéine M. La protéine Ras est une protéine G membranaire 
servant d'interrupteur moléculaire en transmettant les signaux provenant de la membrane 
cellulaire au noyau. Ces signaux biochimiques mènent à la synthèse protéique et la survie des 
cellules, la prolifération et la différenciation. La famille des protéines Ras compte plusieurs 
membres (H, K, M, N et R) et chacun des membres consiste en une séquence de 190 résidus 
d ' acides aminés dont les séquences en N et C-terminal sont très conservées (Barradas et al. , 
1999). L'apoptose et la progression dans le cycle cellulaire sont des processus hautement 
régulés et inter-reliés, qui assurent la fidélité génétique durant la prolifération des cellules. 
Parmi les effecteurs de la voie de signalisation dépendant de la protéine Ras, les mieux 
connus sont Raf-1, Rac, Rho et PB-K. Ce dernier joue un rôle important dans la réponse anti -
apoptotique, via 1 ' activation de la protéine kinase Akt, qui a la capacité de réguler à la baisse 
l' expression des protéines pro-apoptotiques Bad et caspase 9 (Jarpe et al., 1998 ; Adjei , 
2001), et de moduler à la hausse d ' autres protéines kinases impliquées dans la progression du 
cycle cellulaire. La transformation de Ras permet aussi d'inhiber l' apoptose induite par p53 
en modulant à la hausse 1 ' expression de NF-KB, qui est, dans ce contexte, un facteur de 
transcription pro-survie. Ainsi, la transformation oncogénique de Ras favorise la survie des 
cellules transformées non seulement par modulation à la hausse de 1 ' expression des protéines 
anti-apoptotiques, mais en modulant aussi à la baisse les protéines pro-apoptotiques. Cette 
modulation à la baisse des protéines pro-apoptotiques semble limiter les effets engendrés par 
1 'expression de la protéine M du VSV, comme il est possible de le constater chez les essais 
de viabilité des clones NIH 3T3 Ras. Les lignées cellulaires transformées ayant un oncogène 
Ras activé, seraient donc moins sensibles aux effets cytopathiques provoqués par M , que 
d'autres lignées transformées , en raison des voies de signalisation impliquées dans 
1 ' activation de Ras. 
Pour terminer, il aurait été intéressant de pouvoir vérifier si les virus/vecteurs, 
produits avec la lignée d ' encapsidation Phœnix écotropique, ont la même capacité que 
certains clones stables exprimant la protéine M du VSV à provoquer les effets cytopathiques 
associés à 1 ' expression de cette dernière. Cependant, il a été impossible de titrer les virus, et 
ce malgré l' utilisation de diverses méthodes. Il est possible que l' incapacité de titrer les 
virus/vecteurs pL6NrRHS3H/ZF2-PL-MTP6 et pL6N2-RHS3H/ZF2-PL-MT1026 soit 
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simplement due à l'expression basale de la protéine M en absence de l ' inducteur. Il a été 
constaté, lors des essais de viabilité chez les clones stables, que effectivement il semblait y 
avoir une expression basale de la protéine M en absence de 1 'inducteur du système 
d ' expression . Advenant l' expression de M lors de la production de virus, il est concevable 
qu' une partie des cellules productrices de virus soient mortes. Partant avec l' idée que les 
titres viraux obtenus avec le vecteur pL6NrRHS3 HIZF2-PL se situent aux alentours de 103 
particules virales/ml (ARIAD, 2002), ce titre peut avoir chuté en raison de la perte de 
plusieurs cellules productrices de virus. De plus, un autre facteur peut s ' ajouter à ce 
phénomène, c'est-à-dire que pour titrer les virus , une infection doit être réalisée et il faut 
sélectionner les cellules résistantes à la G418 , ayant formé un foyer d ' infection, afin de 
déterminer le titre viral. Toutefois, la sélection à la G418 nécessite plusieurs jours, ce qui 
laisse supposer, encore une fois , que l'expression basale de la protéine M peut avoir mené à 
la mort de nombreux foyers d'infection. Ces deux facteurs réunis, soit la perte de cellules 
productrices de virus et la mort de foyers d'infection, mènent probablement à l'obtention de 
titres viraux inférieurs à 103, ce qui rend la titration particulièrement difficile. Dans le but de 
tenter de contourner ce problème, une concentration des sumageants viraux de l'ordre de 200 
fois a été tentée, mais n'a néanmoins pas permis de déterminer le titre viral des virus/vecteurs 
pL6Nr RHS3HIZF2-PL-MTP6 et pL6N2-RHS3HIZF2-PL-MT1026. II est également possible 
que la lignée cellulaire Phœnix écotropique soit très sensible aux effets provoqués par la 
protéine M, au même titre que cela semblait être le cas pour certains clones stables de la 
lignée NIH 3T3. Peut-être que l' utilisation d' une lignée cellulaire d 'encapsidation moins 
sensible pourrait générer des titres viraux plus appréciables. 
Le développement d' une lignée cellulaire modifiée, plus résistante à l ' apoptose et 
ayant la capacité de produire des particules virales non réplicatives, pourrait éventuellement 
permettre la production de vecteurs exprimant la protéine M du VSV. Évidemment, ce genre 
de développement nécessite du temps et peut-être sera-t-il envisagé dans un avenir proche. 
Une autre approche pourrait également être utilisée afin de réduire les effets délétères de la 
protéine M sur la lignée d' encapsidation, l' utilisation de siRNA lors de la production de virus 
pourrait empêcher la traduction de 1' ARNm deMet ainsi inhiber son effet cytopathique. 
CONCLUSION 
L'expression de la protéine M sous le contrôle d ' un promoteur inductible a été 
réalisée selon trois méthodes différentes ; la transfection transitoire, 1 'établissement de 
lignées cellulaires stables et l' infection avec un vecteur de type rétroviral. Le but de 
1 ' expression de la protéine M dans ces systèmes était de reproduire les effets cytopathiques 
engendrés par l' expression de cette protéine dans le contexte d ' une infection virale, c ' est-à-
dire induire 1 'apoptose. Les résultats obtenus suggèrent que la transfection transitoire du 
vecteur pL6N2-RHS3HIZF2-PL-MTP6 permet la détection de la protéine M en 
immunofluorescence, mais la faible efficacité de transfection ne permet pas de réaliser des 
essais de détection d'apoptose sur les cellules transfectées . La création de lignées cellulaires 
stables, exprimant M sous le contrôle d 'un promoteur inductible, a permis de réaliser des 
essais de viabilité cellulaire et de constater, chez certains clones, une augmentation de la 
mortalité des cellules en fonction de l'accroissement de la concentration en inducteur, donc de 
l'expression de M. L'utilisation de la protéine M mutante (MT1026) n 'a pas montré de 
différences avec la protéine M sauvage (MTP6) dans les résultats de viabilité, contrairement 
à ce qui était attendu. 
Un autre objectif était de vérifier si les effets cytopathiques, engendrés par 
l 'expression de la protéine M, peuvent être utilisés afin de provoquer l' apoptose chez des 
cellules transformées au même titre ou davantage que chez des cellules saines. Ainsi, les 
lignées cellulaires NIH 3T3 et NIH 3T3 Ras ont été utilisées. La lignée NIH 3T3 Ras porte 
une mutation dans l'oncogène Ras, et la protéine Harvey-Ras est constitutivement active chez 
cette lignée. Des essais de viabilité, durant 1 ' expression de M, ont été effectués sur des clones 
stables de ces lignées cellulaires et les résultats obtenus montrent une sensibilité nettement 
plus élevée à l' expression de la protéine M pour les clones NIH 3T3 comparativement aux 
clones NIH 3T3 Ras. La faible mortalité des cellules NIH 3T3 Ras pourrait être due à 
l' activation des voies de signalisation contrôlées par la protéine Ras, qui favoriserait la 
régulation à la hausse de protéines anti-apoptotiques et la régulation à la baisse de protéines 
pro-apoptotiques, ce qui pourrait contrecarrer, en partie, les effets cytopathiques engendrés 
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par l'expression de la protéine M. L'utilisation de la protéine M comme outil de contrôle des 
cellules transformées ne semble pas très efficace dans le contexte d'une transformation 
oncogénique de Ras. Il serait intéressant d ' évaluer son efficacité sur d'autres lignées 
cellulaires transformées, chez lesquelles la transformation est survenue ailleurs que sur 
l'oncogène Ras. 
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